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LISTA DE ABREVIACIONES

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARI: Annual risk infection

BCG: Bacille Calmette-Guérin

CDC: Centers for disease control and prevention

CFP-10: Culture filtrate protein 10

CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad

DC-SING: Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule grabbing non

Integrin

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISPOT: Enzyme-linked immunospot assay

ESAT-6: Early secreted antigenic target 6

Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2

HR: Hazard ratio

IC: Intervalo de confianza

IL: Interleucina

IP-10: Interferon gamma-induced protein 10

IGRA: Interferon-y release assay

K: Valor kappa

LPS: Lipopolysaccharide

LTBI: Latent tuberculosis infection

MALT: Mucosa-associated lymphoid tissue

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases

MFI: Median fluorescent intensity

MINCLE: Macrophage inducible C-type lectin

NFAT: Nuclear factor of activated T cells

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NO: Nitric oxide

NOD1: nucleotide-binding oligomerization domain—containing 1

NOS2: Nitric oxide synthase 2

NTM: Nontuberculous mycobacteria

OR: Odds ratio

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns

PBMC: Peripheral blood mononuclear cell

PCR: Polymerase reaction chain

PPD: Purified protein derivative

PRR: Pattern recognition receptor

QFT: QuantiFERON-TB GOLD interferon-y release assay

ROS: Reactive oxygen species

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

RPTP: receptor-like protein-tyrosine phosphatase
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SFB: Serum fetal bovine

SHP-2: Src homology 2 domain—containing tyrosine phosphatase 2
T4SS: Type IV secretion system

TB: Tuberculosis

TLR: Toll-like receptors

PPD: Tuberculin skin test

Tregs: T regulatory lymphocytes

UBT: Urea breath test

WHO: World health organization

Z0-1: Zonula occludens-1
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GLOSARIO

Adenocarcinoma: Tejido maligno transformado completamente que surge del
epitelio glandular.

Adipocinas: moléculas bioactivas derivadas del tejido adiposo principalmente del
tejido adiposo blanco, y tienen un papel primordial en la homeostasis de varios
procesos fisiologicos, entre los que se incluyen: la ingesta de alimentos, la
regulacion del equilibrio energético, la accion de la insulina, el metabolismo de la
glucosa, resistina, leptina y adiponectina, también participan en la remodelacion de
la vascularizacion, la regulacion de la presion arterial y la coagulacion.

Aducto: Se refiere a una entidad quimica que se produce por la uniéon de dos
moléculas mediante un enlace covalente.

Afluente: Agua u otro liquido que ingresa a un reservorio, planta de tratamiento o
proceso de tratamiento.

Analito: Es una sustancia, la cual puede ser un ion, un elemento, o incluso un
compuesto determinado de interés.

ARI: Es la probabilidad anual de infeccion que tiene una persona sin contacto previo
con el bacilo tuberculoso.

Autoinduccion (Quorum sensing): Mecanismo de control de expresiones
genéticas dependiente de la densidad celular. Este fendmeno es el responsable de
que un conjunto de células independientes, bajo la influencia de sefiales
extracelulares, desarrolle comportamientos sociales coordinados.

Axénico: Un cultivo axénico consiste en una sola especie microbiana, proveniente
de una sola célula.

Carga de enfermedad: indicador para medir el impacto de las pérdidas mortales y
no mortales de una enfermedad y los accidentes en las personas, para orientar la
toma de decisiones por medio de la priorizacion e inversion econémica en salud.

Caso incidente de TB: Contacto domiciliario que desarroll6 TB activa durante el
seguimiento del estudio.

Caso prevalente de TB (indice): caso de TB activa sin tratar desde el inicio del
estudio.

Catalasa: Enzima perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas que cataliza
la descomposicion del perdxido de hidrégeno (H202) en oxigeno y agua.
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Cepa: Variante fenotipica de una especie o un taxén usualmente propagada de
forma clonal, debido al interés en la conservacion de sus cualidades especificas.

Disbiosis: Es un "desequilibrio” en la comunidad microbiana intestinal que esta
asociada con la enfermedad. Este desequilibrio podria deberse a la ganancia o
pérdida de miembros de la comunidad o cambios en la abundancia relativa de
microorganismos. Esta teoria se centra principalmente en los cambios en la
composicidon taxonémica de la comunidad microbiana y en las funciones asociadas
con miembros individuales o subconjuntos de miembros en la comunidad.

Displasia: Trastorno citolégico y arquitectonico que involucra un revestimiento de
células epiteliales que no esta delimitado por la membrana basal (la cual separa las
células epiteliales de la lamina propia subyacente), y la capacidad de metastasis
esta ausente. Se califica como indefinida, bajo grado y alto grado.

Efecto espectador: La fina especificidad de las células y moléculas efectoras para
un antigeno estimulante es usualmente considerada la mas importante
caracteristica de una respuesta inmune. Sin embargo, cada respuesta inmune
puede verse de hecho como una respuesta compuesta de dos partes: 1) Directa,
interacciones antigeno especificas entre las células, que dan como resultado una
respuesta especifica frente al antigeno; y 2) Indirecta, fendbmeno no especifico de
antigeno, denominado efecto “espectador”, que resulta en respuestas policlonales.
Ambos aspectos de la respuesta se producen simultdneamente y dan cuenta de la
respuesta general, que comprende eventos tanto especificos como no especificos

Q).

Efluente: Es la salida de agua desde un cuerpo natural de agua o desde una
estructura fabricada por el ser humano, como una planta de tratamiento de aguas
residuales.

Especificidad: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano,
es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado
negativo.

Estrés oxidativo: Es un proceso de desequilibrio oxidante antioxidante en el que la
cantidad de radicales libres generados enddgena y exdgenamente sobrepasan la
capacidad de los sistemas antioxidantes, causando dafos estructurales en
diferentes macromoléculas, lipidos, proteinas y ADN.

Exotoxina: Es una toxina secretada por un microorganismo que causa dafio tisular

en el hospedero o perturba su metabolismo celular. Pueden ser secretadas, o al
igual que las endotoxinas, pueden ser liberadas durante la lisis celular.
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Fuerza de la infeccion TB: Porcentaje de individuos susceptibles quienes se
convierten en infectados latentemente con M. tuberculosis anualmente.

Gastritis atréfica: Un paso histologico intermedio en la progresion a
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, caracterizado por pérdida glandular e
invasion de células inflamatorias hacia el interior de las zonas glandulares. Se
gradda como indefinida, leve, moderada o atrofia marcada.

Gastritis: Inflamacion dentro de la mucosa gastrica. La gastritis inducida por H.
pylori involucra células polimorfonucleares, linfocitos T, linfocitos B, macrofagos y
células plasmaticas.

Genotipo: Alelo concreto o constitucion genética de un organismo; a menudo, la
composicién alélica de uno o de un numero limitado de genes que se esta
investigando.

Hematocrito: Es el porcentaje que ocupa la fraccién solida de una muestra de
sangre anticoagulada, al separarse de su fase liquida (plasma). Esta determinado
casi enteramente por el volumen que ocupan los glébulos rojos.

Hipoclorhidria: Disminucion de la secrecion de acido por el estbmago, a menudo
como un resultado de la gastritis atrofica o uso de medicamentos supresores de
acido, tales como inhibidores de bomba de protones.

Incidencia: Numero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacion
determinada y en un periodo determinado.

Linfoma MALT: Es una forma rara del linfoma maligno no Hodgkin, que afecta a las
células B y se desarrolla a expensas del tejido linfoide asociado a las membranas
mucosas, aunque también ocurre, mas raramente en los ganglios linfaticos.

Locus: Posicidn fija dentro de un cromosoma (en plural, loci)

Metaplasia intestinal: Una lesion histoldégica premaligna en la progresion a
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, en la cual la mucosa gastrica normal es
reemplazada por células epiteliales de tipo intestinal. Se subclasifica como completa
(tipo de intestino delgado), definido por la presencia de enterocitos absorbentes con
borde en cepillo, alternando con células caliciformes, o incompleta (tipo col6nico),
definido por la presencia de células columnares con citoplasma espumoso, sin
borde en cepillo.

Metabolismo oxidativo: Proceso quimico en que el oxigeno se usa para producir
energia a partir de los carbohidratos.
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Microaerofilo: Microorganismos que requieren niveles de oxigeno muy inferiores a
los que se encuentran normalmente en la atmdésfera terrestre para sobrevivir

No progresor: Contacto doméstico de caso de TB que permanecio libre de
enfermedad durante el seguimiento del estudio (por lo menos 2 afos).

Pangastritis: Gastritis generalizada en todo el estbmago.

Peroxidacion lipidica: Interaccion de los radicales libres con los lipidos séricos y
tisulares, un proceso que da lugar a varios metabolitos de degradacién, uno de ellos
el malondialdehido, Unico aldehido medible, ampliamente usado como biomarcador
de estrés oxidativo.

Prevalencia: Proporcién de individuos de un grupo o una poblacién que presentan
una caracteristica en un periodo determinado.

Poblaciéon fuente: Poblaciéon donadora de individuos, se sostiene a si misma y
sostiene a otras poblaciones sumidero o subpoblaciones que no sobreviviran en
caso de desaparecer la fuente.

Sensibilidad: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo,
es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un
resultado positivo.

Terapia intravesical: Administracién de un medicamento directamente en la vejiga
en lugar de suministrarlo por boca o inyectado en sangre. El medicamento se
administra por un catéter blando que se coloca en la vejiga a través de la uretra.

Valor predictivo positivo (VPP): Probabilidad de padecer la enfermedad si se
obtiene un resultado positivo en la prueba diagndstica.

Vagotomia: Es un procedimiento quirdrgico donde se lleva a cabo la seccion del

nervio vago con el objetivo de impedir el estimulo nervioso por parte de éste, y de
esta forma disminuir la secrecién de acidos gastricos.
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CONCEPTOS ESTADISTICOS

Ajuste de Bonferroni: Técnica estadistica que ajusta el nivel de significancia en
relacion al nimero de pruebas estadisticas realizadas simultdneamente sobre el
conjunto de datos. Es util para contrarrestar el aumento en la probabilidad de
rechazar la hipotesis nula siendo esta verdadera (error tipo 1).

Analisis de componentes principales (APC): Es especialmente adecuado cuando
se desea tener en cuenta los patrones de variacion de un uUnico conjunto de
variables con varios tipos de niveles de escalamiento 6ptimos. Esta técnica intenta
reducir la dimensionalidad de un conjunto de variables al mismo tiempo que tiene
en cuenta toda la variacion que sea posible. Se asignan valores de escala a cada
categoria de cada variable de manera que estos valores sean Optimos respecto a la
solucién de componentes principales. Los objetos del andlisis reciben puntuaciones
de componentes en funcion de los datos cuantificados. Los graficos de las
puntuaciones de componentes revelan los patrones de los objetos del analisis y
pueden revelar objetos poco habituales en los datos. En el APC, el primer
componente explica la mayor parte de la varianza total, el segundo factor explica la
varianza restante, es decir, de la que no explicaba el primero y asi sucesivamente.

ANOVA de un factor: Se utiliza para comparar las medias de tres 0 mas grupos
con el fin de determinar si difieren entre si de manera significativa. Otra funcion
importante es la estimacion de las diferencias entre grupos especificos. EIl método
mas comun para detectar diferencias entre grupos en ANOVA de un solo factor es
la prueba F, que se basa en el supuesto de que las poblaciones de todas las
muestras comparten una desviacion estandar comun, aunque desconocida.

Autovalor (valores propios): son las varianzas de los componentes principales.

Coeficiente de Correlacién lineal simple (r): Mide el grado de asociacion lineal
entre dos variables. Este estadistico oscila entre 1 (fuerte asociacion lineal positiva:
a medida que aumenten los valores de una variable aumentaran los de la otra) y -1
(fuerte asociacion lineal negativa: a medida que aumenten los valores de una
variable disminuyen los de la otra). Cuando los valores de este estadistico se
aproximen a 0 indica que entre las dos variables no existe asociacién lineal y, en
consecuencia, carece de sentido determinar el modelo y/o ecuacion de regresion
lineal. Para determinar si la asociacion es significativa se puede contrastar la HO (r=
0). Si el valor p asociado es menor < 0.05) se rechaza HO.

Coeficiente de determinacién (R?): Se define a partir del coeficiente de correlacion
multiple (R) y mide la proporcion de variabilidad de la variable dependiente explicada
por la variable independiente introducida o por la recta de regresiéon. El valor
resultante al multiplicarlo por 100, permite obtener el porcentaje de variabilidad
explicada.
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Coeficiente R? de Cox & Snell: Es un coeficiente de determinacién generalizado
que se utiliza para estimar la proporcion de varianza de la variable dependiente
explicada por las variables predictoras (independientes). La R? de Cox y Snell se
basa en la comparacion del log de la verosimilitud para el modelo respecto al log de
la verosimilitud para un modelo de linea base. Sus valores oscilan entre Oy 1.

Coeficiente B: Es un coeficiente estimado asociado con un predictor (factor o
covariable) que representa el cambio en la funcion de enlace por cada cambio de
unidad en el predictor, mientras los demas predictores se mantienen constantes. Un
cambio de unidad en un factor se refiere a una comparacion de un determinado nivel
con el nivel de referencia. Un valor negativo de B indica una asociacion inversa y un
valor positivo de B indica una asociacion directa.

Coeficiente k: Refleja la concordancia inter-observador y puede ser calculado en
tablas de cualquier dimension, siempre y cuando se contrasten dos observadores.
El coeficiente kappa puede tomar valores entre 0 y 1. Mientras més cercano a 1,
mayor es el grado de concordancia inter-observador, por el contrario, mientras mas
cercano a 0, mayor es el grado de discordancia inter-observador. Un valor de k=0
refleja que la concordancia observada es precisamente la que se espera producto
del azar (2). Con frecuencia se emplea la escala propuesta por Landis y Koch 1977
(3), para expresar cualitativamente la fuerza de la concordancia. Desde el punto el
estadistico, el coeficiente kappa no proporciona indicacion de la precision de dicha
estimacion, siendo importante conocer su variabilidad, con el fin de plantear pruebas
de hipotesis y construir intervalos de confianza kappa. La hipétesis nula (Ho) y
alternativa (H1) son: Ho: k =0y Hi:k # 0. Su resultado indica si el valor del coeficiente
es estadisticamente significativo, con un determinado nivel de confianza,
permitiendo realizar la inferencia estadistica.

Coeficiente Fuerza de la concordancia
kappa

0,00 Pobre (Poor)

0,01 - 0,20 Leve (Slight)

0,21 - 0,40 Aceptable (Fair)

0,41 - 0,60 Moderada (Moderate)

0,61 - 0,80 Considerable (Substantial)
0,81 - 1,00 Casi perfecta (Almost perfect)

Tomado de Cerda y Villaroel del P 2008 (2).

Correlacion de Pearson: Mide la fuerza o grado de asociacion entre dos variables
aleatorias cuantitativas que poseen una distribucion normal bivariada conjunta. La
interpretacion de los valores se ha expresado por diversos autores en escalas,
siendo una de las mas utilizadas la que se presenta a continuacion:
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RANGO RELACION
091 a-1.00 Correlacién negativa perfecta
0.76 a -0.90 Correlacién negauva muy fuerte
0.51a-0.75 Correlacién negauva considerable
0.11 a-0.50 Correlacién negauva mecha
0.01a-0.10 Correlacién negauva déhil
0.00 No existe correlacién
+0.01a +0.10  Correlacién positiva débil
+0.11a +0.50 Correlacién positiva media
+0.51a +0.75 Correlacién P sitiva considerable
+0.76 a +0.90  Correlacién positiva muy fuerte

+0.91 a +1.00 Correlacién positiva perfecta

Tomado de Mondragon 2014 (4).

Curva logistica de 5 parametros (5PL): EI modelo de regresion logistica no lineal
5PL se usa comunmente para el andlisis de ajuste de curvas en bioensayos o
inmunoensayos como ELISA, RIA, o curvas de dosis-respuesta. La curva de dosis-
respuesta estandar a veces se denomina ecuacion logistica de cinco parametros.
Se caracteriza por su forma clasica en "S" o sigmoidal que se adapta a las mesetas
inferiores y superiores de la curva, la EC50 y el factor de la pendiente. Esta curva
es simétrica alrededor de su punto de inflexion.

Desviacion estandar: Es una medida que se usa para cuantificar la variacion
o dispersion de un conjunto de datos numéricos. Una desviacion estandar baja
indica que la mayor parte de los datos de la muestra tienden a estar agrupados
cerca de su media aritmética, mientras que una desviacion estandar alta indica que
los datos se extienden sobre un rango de valores mas amplio.

Error estandar de la media: Error debido a la estimacion de la media poblacional
a partir de las medias muestrales, es la desviacion estandar de todas las posibles
muestras (de un tamafio dado) escogidas de esa poblacién.

Error tipo | (a): Ocurre cuando se rechaza la hipétesis nula siendo verdadera. La
probabilidad de cometer un error de tipo | es a, que es el nivel de significancia que
se establece para la prueba de hipdtesis. Un a de 0.05 indica que usted esta
dispuesto a aceptar una probabilidad de 5 % de estar equivocado al rechazar la
hipétesis nula.

Error tipo Il (B): Ocurre cuando se acepta la hipotesis nula siendo falsa. La
probabilidad de cometer un error de tipo Il es 3, que depende de la potencia de la
prueba. Puede reducirse el riesgo de cometer un error de tipo Il al asegurarse de
que la prueba tiene suficiente potencia. Para ello, el tamafio de la muestra debe ser
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lo suficientemente grande para detectar una diferencia practica cuando esta
realmente exista.

Estandarizacién de variables: Se aplica a las variables independientes para poder
comparar la magnitud de sus efectos sobre la variable de respuesta (dependiente),
sin influencia de la escala de medicidén. En otras palabras, se re-escala la variable
predictora a media = 0, y desviacion estandar= 1.

Estudio observacional: Es un estudio de caracter estadistico y demografico en el
que no hay intervencion por parte del investigador, y éste se limita a medir las
variables que define en el estudio. Un estudio observacional puede ser descriptivo
o0 analitico.

Modelo lineal generalizado: Amplia el modelo lineal general, de manera que la
variable dependiente esta relacionada linealmente con los factores y las covariables
mediante una determinada funcion de enlace. Ademas, el modelo permite que la
variable dependiente tenga una distribucién no normal. Se basa en el supuesto que
las observaciones son independientes.

Odds ratio (OR): También llamado razén de ventajas, es una medida de asociacién
entre variables utilizada en estudios epidemioldgicos transversales, y de casos y
controles, asi como en los meta-andlisis. Se define como la posibilidad que una
condicion de salud o enfermedad se presente en un grupo de la poblacion frente al
riesgo que ocurra en otro. Los odds ratio oscilan entre O e infinito. Un OR de 1 indica
ausencia de asociacion entre las variables. Los valores <1 indican una asociacion
negativa y >1 indican una asociacion positiva entre las variables. Cuanto mas se
aleje el OR de 1, més fuerte es la relacion. Aunque su informacion es descriptiva, si
su intervalo de confianza (IC) no incluye al 1, se concluye que la asociaciéon es
estadisticamente significativa.

Prueba de Dunnett: Se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para
las diferencias entre la media de cada nivel de factor y la media de un grupo de
control.

Prueba de Kaiser-Meyer-Olkin: Contrasta si las correlaciones parciales entre las
variables son suficientemente pequefas. El estadistico KMO varia entre Oy 1. Los
valores pequefios indican que el analisis de componentes principales puede no ser
una buena idea, dado que las correlaciones entre los pares de variables no pueden
ser explicadas por otras variables. Los valores menores de 0.5 indican que no debe
utilizarse el APC con los datos muestrales que se estan analizando.

Ponderacion relativa 1/Y"2: En muchas situaciones experimentales, se espera
gue la distancia promedio (0 mas bien el valor absoluto promedio de la distancia) de
los puntos de la curva sea mayor cuando Y es mayor. Otra forma de decir esto es
gue se espera que la desviacién estandar de los residuos (distancia de los puntos
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de la curva) aumente cuando Y sea mayor, para que la desviacion estandar sea
proporcional al valor de Y. Si la desviacion estandar de los residuos estéa relacionada
con el valor de Y, entonces los puntos con valores mas grandes de Y tenderan a
estar mas alejados de la curva (tienen residuos mas grandes). Por lo tanto, estos
puntos contribuiran mas a la suma de cuadrados, y dominaran los calculos. La
solucion no es minimizar la suma de cuadrados, sino minimizar la suma de
cuadrados ponderada. De esta forma los puntos en cualquier parte de la curva
contribuyen igual a la suma de cuadrados.

Prueba de esfericidad de Bartlett: En el APC contrasta la hipotesis nula de que la
matriz de correlaciones es una matriz identidad, en cuyo caso no existirian
correlaciones significativas ente las variables y el modelo factorial no seria
pertinente. Si Ho se rechaza se puede continuar con el analisis.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov: Esta prueba compara la funcién de distribucion
acumulada empirica (ECDF) de los datos de la muestra con la distribucién esperada
si los datos fueran normales. Si esta diferencia observada es adecuadamente
grande, la prueba rechazara la hipétesis nula de normalidad de la poblacion. Si el
valor p de esta prueba es menor que el nivel de significancia (a) elegido, se puede
rechazar la hipotesis nula y concluir que se trata de una poblaciéon no normal. Ideal
para muestras > 50.

Prueba de Kruskal-Wallis: Es un método no paramétrico para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacién, siendo una extensién de la prueba de la U
de Mann-Whitney para 3 o0 mas grupos. Si bien la prueba permite contrastar la
hipétesis general de que todas las medias o medianas de la poblacion son iguales.
Con frecuencia, el investigador no esta realmente interesado en esta hip6tesis sino
en las comparaciones entre los grupos individuales. Para este caso, se realizan
comparaciones multiples a posteriori en un escenario no paramétrico empleando el
método de Dunn.

Prueba de Shapiro-Wilk: Se usa para contrastar la normalidad de un conjunto de
datos, cuando el tamafio de la muestra es maximo 50.

Prueba exacta de Fisher: Prueba utilizada en andlisis de tabla de contingencia
2x2. El valor p de la prueba es exacto para todos los tamafios de muestra, mientras
que los resultados de la prueba de chi-cuadrado que examina las mismas hipoétesis
pueden ser inexactos cuando los conteos de celda son pequefios.

Pruebat student: Es una prueba de hipotesis de la media de una o dos poblaciones
distribuidas normalmente. Aunque existen varios tipos de prueba t para situaciones
diferentes, en todas se utiliza un estadistico de prueba que sigue una distribucion t
bajo la hipotesis nula. Una propiedad importante es su robustez con muestras
grandes, las pruebast suelen ser validas incluso cuando se viola el supuesto de
normalidad. Sin embargo, con un tamafio de muestra pequefio y distribuciones no
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normales y muy asimétricas, podria ser mas conveniente usar pruebas no
paramétricas.

Prueba U de Mann-Whitney: Prueba no paramétrica aplicada a dos muestras
independientes. Es la version no paramétrica de la habitual prueba t de Student.

Regresidn logistica multivariada: Resulta util para los casos en los que se desea
predecir la presencia o ausencia de una caracteristica o resultado segun los valores
de un conjunto de predictores (variables independientes). Es similar a un modelo de
regresion lineal, pero esta adaptado para modelos en los que la variable
dependiente es dicotdmica. Los coeficientes de regresion logistica pueden utilizarse
para estimar la odds ratio (OR) de cada variable independiente del modelo. Este
procedimiento no se basa en supuestos de distribucion normal. Al igual que con
otras formas de regresion, la multicolinealidad entre los predictores puede llevar a
estimaciones sesgadas y a errores estandar inflados.

Regresidn lineal simple: Examina la relacién lineal entre dos variables continuas:
una respuesta (Y) y un predictor (X). Cuando las dos variables estan relacionadas,
es posible predecir un valor de respuesta a partir de un valor predictor con una
exactitud mayor que la asociada Unicamente a las probabilidades.

Rotacion ortogonal: Es un método que se utiliza para facilitar la interpretacion de
soluciones factoriales. El método varimax, minimiza el nimero de variables que
tiene saturaciones altas en cada factor.

Simulacion de muestreo (Bootstrapping): Es un método para derivar
estimaciones robustas de errores estandar e intervalos de confianza para
estimaciones como la media, mediana, proporcién, razéon de las ventajas,
coeficientes de correlacion o coeficientes de regresion. También se puede utilizar
para crear contrastes de hipoétesis. La simulacion de muestreo es mas util como
alternativa a estimaciones paramétricas en caso de que los supuestos de esos
meétodos sean dudosos (como en el caso de modelos de regresion con residuos sin
homogeneidad de varianza y que se ajusten a muestras pequefas).

Transformacion de variables: La tipificacion de variables resulta muy util para
eliminar su dependencia respecto a las unidades de medida empleadas. En
realidad, una tipificacion equivale a una transformacion lineal. Comunmente se
emplea cuando el modelo no se ajusta a los datos o los residuos no cumplen con
los supuestos del modelo. Si se tienen distribuciones de frecuencias con asimetria
negativa (frecuencias altas hacia el lado derecho de la distribucién), es conveniente
aplicar la transformacion y= x2. Esta transformacién comprime la escala para valores
pequefios y la expande para valores altos. Para distribuciones asimétricas positivas
se usan las transformaciones Vx, In (x), Logio (x) y 1/x, que comprimen los valores
altos y expanden los pequefios.
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Variabilidad: Se refiere a las diferencias observadas que pueden atribuirse a la
verdadera heterogeneidad o diversidad de una poblacién. La variabilidad deriva de
procesos que, o bien son intrinsecamente aleatorios, o bien tienen una naturaleza
y efectos influyentes pero desconocidos. Generalmente, no se reduce mediante
nuevas mediciones o estudios, pero se puede caracterizar utilizando cantidades
como la varianza de la muestra (o?).

Varianza (0?): Mide qué tan dispersos estan los datos alrededor de la media. La
varianza es igual a la desviacion estandar elevada al cuadrado.
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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo. Se estima que el 23 % de la poblacion esta infectada latentemente por
Mycobacterium tuberculosis (LTBI) constituyendo un importante reservorio para la
TB. Muchos de los individuos infectados progresan a enfermedad activa en
ausencia de condiciones inmunosupresoras subyacentes. En este contexto, la
infeccion cronica de mucosas por Helicobacter pylori podria jugar un papel
importante, dado que ambas infecciones frecuentemente coexisten en el hospedero
a lo largo de su vida. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la
coinfecciobn por H. pylori sobre la respuesta inmune a M. tuberculosis entre
individuos con infeccion latente. Se realizé un estudio de corte transversal, se
suministré la PPD y un cuestionario a 589 participantes entre 14-70 afios sin
enfermedades cronicas de base. Los individuos con induracion 210 mm, y Rx-térax
normal se clasificaron con LTBI, y se invitaron a practicarse una endoscopia; las
biopsias obtenidas fueron usadas para histopatologia y cultivo de H. pylori.
Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre para la obtencion de PBMCs. Las
células se cultivaron en presencia de antigenos de M. tuberculosis (CFP 20 pg/mL)
por 72 h, y a partir de los sobrenadantes se realizd la medicion de multiples
citocinas. 149 (25.3 %) individuos fueron LTBI, 80 % fueron mujeres, y 66 % eran
mayores de 40 afos. De los individuos con LTBI sometidos a endoscopia, 83 %
(78/94) presentaron coinfeccién por H. pylori y la prevalencia de atrofia gastrica fue
de 9.6 %. La coinfeccién por H. pylori no se asocio con la positividad en la PPD. Se
evidenci6é una alta prevalencia de genotipos de alta virulencia entre individuos con
gastritis atrofica (p=0.041). El alelo m1 del gen vacA fue el Gnico marcador que se
asocio con la presencia de atrofia (p=0.038). En los 31 individuos seleccionados
para estudios de perfil inmune, la coinfeccion con H. pylori especificamente con
genotipos de alta virulencia, se asocié con una reduccién en los niveles de IP-10
(p=0.043), y una tendencia hacia la reduccion en los niveles de IFN-y e IL-2
componentes claves en la inmunidad a TB. Pese a la alta incidencia de TB en Cali
(41 nuevos casos por 100.000 habitantes/afio), la prevalencia de LTBI fue
moderada. Por el contrario, hay una elevada prevalencia de H. pylori (con cepas de
alta virulencia) en la poblacion de estudio. Los genotipos de alta virulencia se
asociaron con una reduccién en la respuesta inmune frente antigenos
micobacterianos que podria incrementar el riesgo de desarrollar TB activa.

Palabras clave: Coinfeccion, Infeccion tuberculosa latente, PPD, M. tuberculosis,
H. pylori



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of the main causes of morbidity and mortality in the world.
It is estimated that 23 % of the global population is latently infected with M.
tuberculosis (LTBI), representing an important reservoir for TB. Many infected
individuals progress to active disease in the absence of underlying
immunosuppressive conditions. Chronic mucosal infection by H. pylori could play an
important role, given that both infections frequently coexist in the host throughout
life. The aim of this study was to evaluate the effect of H. pylori coinfection on
immune response to M. tuberculosis in individuals with latent infection. A cross-
sectional study was conducted. A total of 589 individuals between 14-70 years
without chronic underlying diseases were subjected to a tuberculin skin test (protein
purified derivate, PPD) and a survey. Individuals with induration 210 mm and normal
chest-X-ray were considered to have a LTBI, and they were further examined by
endoscopy. Gastric biopsies were subjected to histopathology and culture to detect
H. pylori. Blood samples were also taken to obtain PBMCs. The cells were cultured
in the presence of M. tuberculosis antigens (CFP 20 ug/mL) for 72 h, and multiplex
cytokine measurement was performed from the supernatants. From 149 (25.3 %)
individuals having LTBI, 80 % were women, and 66 % were older than 40 years.
Those individuals with LTBI and endoscopy, 83 % (78/94) presented coinfection with
H. pylori and the prevalence of gastric atrophy was 9.6 %. No association was found
between coinfection with H. pylori and PPD positivity. There was a high prevalence
of high-virulence strains in individuals with atrophic gastritis (p=0.041). The m1 allele
of vacA gene was the only marker that was associated with the presence of atrophy
(p=0.038). Of 31 individuals selected for studies of immune profile, H. pylori
coinfection with high-virulence strains was associated with a reduction in IP-10 levels
(p=0.043), and a trend towards reduction in the levels of IFN-y and IL-2 key
components in TB immunity. Despite the high TB incidence in Cali (40 new cases
per 100.000 population per year), the prevalence of LTBI was moderate. By contrast,
there was a high prevalence of H. pylori (high-virulence strains) in the study
population. High virulence genotypes were associated with downregulation of
immune response against mycobacterial antigens that could lead to an increased
risk of developing TB.

Key words: Coinfection, latent tuberculosis infection, PPD, M. tuberculosis, H. pylori



1 INTRODUCCION

Muchos patégenos humanos, incluyendo virus, bacterias, helmintos, protozoos y
hongos, a menudo coexisten dentro del hospedero (5-7). Las coinfeciones
involucran agentes patdégenos causantes de enfermedades de importancia mundial,
como el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (8), tuberculosis (9), malaria (10),
leishmaniasis (11) y dengue (12). Se estima que la prevalencia de la coinfeccion
excede un sexto de la poblacion mundial (13). Los patdégenos coinfectantes
interactian de forma directa con otros o indirectamente a través de la competencia
por los recursos del hospedero y la modulacién del sistema inmune (7). En
comparacion con las infecciones por un unico patdégeno, las coinfecciones pueden
alterar la transmision, la progresion clinica y control de multiples enfermedades
infecciosas de importancia en salud publica (14, 15).

El interés en las coinfecciones ha aumentado en los ultimos afios, sin embargo, los
estudios realizados han utilizado diferentes enfoques metodol6gicos que generan
controversia (13). El estudio en coinfeccion requiere mas investigacion,
especialmente entre humanos (7, 16-18). Las publicaciones recientes han
mostrado que los efectos negativos de la coinfeccion en la salud humana son mas
frecuentes que los efectos positivos o neutros (sin efecto en la salud del hospedero).
Sin embargo, los patdgenos coinfectantes frecuentemente notificados difieren de
aguellas infecciones que causan mayor mortalidad a nivel global (13). Se requiere
mas investigacion para evaluar el impacto de relevantes patégenos coinfectantes
sobre el control de las enfermedades infecciosas méas prevalentes, y para
comprender cémo la erradicacion de un patdgeno coinfectante puede afectar el
curso de la enfermedad.

La tuberculosis persiste como un importante problema de salud publica en los
paises en desarrollo. Se estima que un tercio de la poblacién mundial estéa infectada
con Mycobacterium tuberculosis sin manifestaciones clinicas (infeccion latente). En
esta poblacion, la respuesta inmune del hospedero inhibe la replicacion bacteriana
y previene la progresion a enfermedad a lo largo de la vida, aunque la infeccion
persiste (19). La reactivacion de la infeccién y la progresién a la enfermedad puede
ser causada por una inmunosupresion generalizada, como en el caso del VIH. No
obstante, el 50 % de las personas con tuberculosis activa no muestran compromiso
inmunoldgico (20).

La respuesta inmune es esencial para el control de la infeccion por M. tuberculosis
(21). La produccion de algunas citocinas juega un papel importante en la generacion
de una respuesta inmune protectora. Dos potentes citocinas inflamatorias IFN-y e
IL-17, inducen la expresion de quimiocinas que promueven el reclutamiento de
células y la formacion de granulomas. Por el contrario, una respuesta Th2 asociada
con altos niveles de IL-4 e IL-13, asi como la liberacién de citocinas reguladoras,
incluidas IL-10 y TGF-B, promueven la progresion a una enfermedad activa (22, 23).
Estudios recientes han explorado el impacto de la variacion geografica en la



inmunidad a la tuberculosis (24, 25). En comparacion con sus homélogos en paises
industrializados, los individuos de paises en desarrollo muestran diferencias
significativas en los perfiles inmunoldgicos que pueden afectar la respuesta a los
antigenos de M. tuberculosis. Estos perfiles inmunes parecen ser el resultado de la
exposicion continua a micobacterias ambientales, helmintos y bacterias gastro-
intestinales (19, 26).

En muchas poblaciones principalmente de paises en desarrollo, H. pylori
frecuentemente coexiste en el hospedero con infeccidon de tuberculosis latente (19).
H. pylori es tipicamente adquirido en la infancia después del primer afio de vida
favorecido por condiciones de hacinamiento y falta de higiene. Se estima infecta
alrededor del 80 % de las personas que viven en estos paises (27). La colonizacién
por H. pylori estimula una fuerte respuesta inmune humoral y adaptativa, local y
sistémica (28). En particular, la respuesta inmune adaptativa juega un papel
importante en la patogénesis. Se ha descrito que la infeccién por H. pylori también
induce una respuesta de células T reguladoras que expresan altos niveles de IL-10
y TGF-B que juegan un papel importante en el control de la inflamacion local y la
homeostasis inmunitaria (29, 30). Esto contribuye a la persistencia de la infeccién a
lo largo de la vida. Los efectos fisiolégicos e inmunoldgicos inducidos por este
microorganismo son lo suficientemente fuertes tal que su erradicacion en paises
desarrollados se ha asociado con un desequilibrio en las respuestas Th1/Th2, y una
disminucién de los linfocitos T reguladores predisponiendo a condiciones como
asma, alergias (27, 31) y enfermedades autoinmunes (32). Poco se conoce acerca
del entrecruzamiento de estas infecciones y si una afecta las manifestaciones
clinicas de la otra. Los pocos estudios realizados buscando un vinculo
epidemioldgico entre H. pylori y M. tuberculosis han mostrado resultados
contradictorios (20, 33-37).

En Colombia, un pais donde la tuberculosis cada dia recupera protagonismo, y la
infeccion por H. pylori es altamente prevalente, este tipo de investigaciones no se
han realizado. Con el fin de contribuir al conocimiento del impacto de las infecciones
concurrentes sobre la historia natural de la tuberculosis, en este trabajo se estudi6
el efecto de la coinfeccion por H. pylori sobre la respuesta inmune especifica a M.
tuberculosis en individuos con infeccion tuberculosa latente. Esta investigacion
puede ayudar a dilucidar la compleja interaccién entre estas dos infecciones
cronicas orientada a entender por qué una gran proporcién de las personas
infectadas pueden controlar la infeccion por M. tuberculosis, mientras otras
progresaran a tuberculosis, facilitando la construccién de estrategias adecuadas
para el control y prevencion de la tuberculosis en zonas endémicas.



2 MARCO TEORICO

Las coinfecciones (infeccion simultdnea de un hospedero con 2 0 mas patégenos)
son ubicuas en la naturaleza, pero la mayoria de las investigaciones sobre
enfermedades de alta carga se basa en gran parte en la perspectiva "una
enfermedad - un patégeno”. Desde el punto de vista de la ecologia de las
comunidades, un hospedero puede ser considerado como un ecosistema complejo
compuesto por micoorganismos que directa o indirectamente interactian entre siy
con su entorno, el hospedero. Esta perspectiva integral considera las coinfecciones
como casos especificos de competencia que regulan las poblaciones de
microorganismos dentro del hospedero, bien sea protegiendo o favoreciendo el
curso de la infeccidn. Estas interacciones son posibles entre microparasitos (virus,
bacterias, hongos o protozoos) y macroparasitos (helmintos) que habitan diferentes
organos, y por tanto, predecir el resultado de la coinfeccidén es una tarea compleja,
pero necesaria (38). Dentro de este contexto, evaluar el efecto de la coinfeccién por
H. pylori en individuos infectados latentemente por M. tuberculosis de paises
endémicos para tuberculosis, constituye un campo de gran interés para entender
las interacciones patdgeno-hospedero y sus potenciales efectos para el control de
la tuberculosis.

2.1 El género Mycobacterium

Por la implicacion clinica y social, M. tuberculosis y M. leprae han sido las especies
mas estudiadas y conocidas de este género. Los primeros estudios se remontan a
1882, época en que Robert Koch descubrié M. tuberculosis, tiempo después, fueron
identificadas otras micobacterias no comprendidas dentro del complejo tuberculoso
ni M. leprae, constituyendo el grupo de las "Micobacterias atipicas”. El hallazgo de
estas Ultimas estuvo vinculado por afios a colonizacién transitoria o contaminacion
de la muestra clinica, pero a partir de la primera mitad del siglo XX se les ha
asignado un rol en determinadas enfermedades. El género Mycobacterium
comprende un grupo muy diverso, en el que actualmente se conocen mas de 90
especies distintas de las cuales 25 han sido identificadas como agentes infecciosos
para el hombre (39, 40). Dependiendo de la especie, pueden ser parasitos
obligados, patdgenos primarios, oportunistas o saprofitas. La utilizacion de métodos
de biologia molecular en su caracterizacion y tipificacion, ha permitido la descripcion
de nuevas especies. Una proporcion considerable de estas se han descrito como
bacterias asociadas a casos y condiciones patoldgicas concretas (39).

La identificacion de Mycobacterium spp por técnicas de laboratorio convencionales
(fenotipicas) es lenta. Clasicamente, el diagnéstico se ha basado en el examen
directo y el cultivo (41). La sensibilidad del examen directo varia entre 30 y 80 %, y
depende tanto del aislamiento en cultivo como de los métodos de recuperacion
utilizados y de la poblacion evaluada (42). Por otra parte, debido al prolongado
tiempo de reproduccion de las micobacterias, las técnicas de aislamiento basadas
en el cultivo en medio sélido requieren de 3 a 12 semanas y su sensibilidad es muy



baja en muestras biolégicas que contienen un pequefio nimero de microorganismos
(43). Sin embargo, el cultivo es el método de referencia mas recomendado, pese a
ser ambiguo y poco reproducible (41). Por esta misma razon, en los ultimos diez
afos se han desarrollado diversos métodos para su deteccidon genética directa en
las muestras clinicas, la mayoria de ellos basados en la amplificacion mediante la
reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) (39), ideales para casos clinicos en
donde la carga bacilar es pequefia (44).

2.2 Mycobacterium tuberculosis: de la infeccién a la enfermedad

La tuberculosis es una enfermedad causada por el bacilo M. tuberculosis que ha
afectado los humanos desde la antigliedad y ha evolucionado con los hominidos
durante varios millones de afios. Las cepas de M. tuberculosis aparentemente
surgieron al mismo tiempo que los seres humanos se extendieron por Africa, hace
unos 50.000 afios. Una larga coevolucién ha permitido a este micoorganismo
desarrollar mecanismos para coexistir dentro de su hospedero durante décadas
(45). En la actualidad, se estima que un cuarto de la poblacion mundial esta
infectada latentemente con M. tuberculosis (46, 47), aproximadamente 1.7 billones
de personas, con una sustancial variacion geografica y etaria. De los cuales 56
millones de personas estan en alto riesgo de progresar a TB activa, mientras los
restantes permaneceran asintoméaticos (19, 46).

La ruta usual de infeccion es a través de aerosoles que contienen micobacterias,
estos aerosoles se liberan en el medio ambiente a través de la tos de individuos con
tuberculosis cavitaria. Los bacilos son inhalados por individuos susceptibles a través
del tracto respiratorio, alcanzando el espacio alveolar del pulmén. La entrada del
bacilo causa una reaccion inflamatoria aguda e inespecifica. Los bacilos son
fagocitados por macrofagos alveolares en un intento de eliminar el patdogeno (48,
49). Sin embargo, este microorganismo con un crecimiento extremadamente lento
(tiempo de generacion de 15-20 horas), ha desarrollado estrategias para eludir la
respuesta antimicrobiana innata que opera dentro de los macréfagos, dando lugar
a una colonizacion a largo plazo dentro de las células hospederas. Una vez dentro,
M. tuberculosis puede sufrir varios destinos: 1) la bacteria puede ser destruida, 2)
pueden sobrevivir y proliferar, lo que resulta en enfermedad (tuberculosis), o 3) los
bacilos detienen su crecimiento, pero residen en el hospedero en un estado de
latencia (Figura 1), como consecuencia de este ultimo, muchas personas albergan
la infeccidn a lo largo de su vida (aproximadamente el 90 % de los individuos
expuestos) sin sintomas clinicos, creciendo lentamente o adn latentes, los bacilos
tienen el potencial de reactivarse. Se estima que un 5 % de los infectados
progresaran a enfermedad activa dentro de los 2 primeros afios (19, 50). El riesgo
de desarrollar enfermedad clinica incrementa en aquellos pacientes con
compromiso inmune hereditario o adquirido (infeccién por VIH), desnutricién,
diabetes o bajo algunas intervenciones médicas (por ejemplo trasplante de érganos
y dialisis) (45), no obstante, en muchos individuos la reactivacién se da en ausencia
de un inmunocompromiso conocido (20). Si la tuberculosis activa resulta de la



reactivacion o de infecciones secundarias de novo permanece sin aclarar (51, 52).
Aproximadamente, el 50 % de las personas con enfermedad activa van a sobrevivir
sin tratamiento (53), aunque cada uno podria infectar a otros 10 a 20 contactos
durante el periodo de la enfermedad activa (19).

M. tuberculosis

E; Presentacion / .pN,

cruzada TNF .f) Contencion
/\ o0 = o (>90%) ¥
LA 1 & -
f\;é e RSB T || -
g0 g, @)g\ /W é A} 3
© 8 =J =
NS =)
(0]

| f\DJ»/ N —
o )o® @zn
N % O " ?ﬁf '
A Curacién 2 B\
W Pen‘orina /

Granulisina

TB aguda
(Infeccion VIH) {j)‘ 3

o\ | Reactivacion TB
10% riesgo

Reinfeccion

Diseminacion
Transmision

Figura 1. Infeccién por M. tuberculosis y mecanismos inmunitarios subyacentes. Tomado y
modificado de Kaufmann SH, McMichael AJ. Annulling a dangerous liaison: vaccination
strategies against AIDS and tuberculosis. Nat Med 2005; 11: S33-44. (54)

M. tuberculosis elude los mecanismos antimicrobianos de los macrofagos e
interfiere en diferentes niveles con la generacién de una respuesta inmune adquirida
eficaz, en gran parte a través de la modulacién e interferencia de los mecanismos
de activacién inmune mediados por citocinas (55). Sin embargo, aparte de la carga
micobacteriana, la activacion inmune resultante que tiene como objetivo controlar la
infeccion, puede contribuir a la lesién resultando en el desarrollo de la enfermedad
activa en el sitio de la infeccion a nivel pulmonar, y también dentro de otros érganos
seguido de la diseminacion micobacteriana (56, 57). De esta forma, la respuesta
inmune del hospedero crea el microambiente propicio en personas infectadas que
permite la persistencia a largo plazo de las micobacterias. Este delicado equilibrio
requiere la interaccion del microorganismo junto con la inmunidad innata y
adaptativa (45).

2.3 Diagnostico de lainfeccion tuberculosa latente

La estrategia global contra la tuberculosis de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) después del 2015 reconoce que para su erradicacion requiere enfocarse en
reducir el grupo de personas con infeccion latente, que representan el 23 % de la
poblacién mundial, y constituyen un importante reservorio de la infeccion a partir de



la cual se generaran nuevos casos de tuberculosis (46). La lucha contra la infeccion
tuberculosa latente (LTBI) requiere la identificacion y el tratamiento profilactico de
individuos asintomaticos para reducir el riesgo de progresion a la enfermedad activa.
Actualmente no existe ningun diagnéstico directo de LTBI, dado que M. tuberculosis
no se puede recuperar del hospedero a menos que esté presente la infeccidn activa.
En su lugar, se realiza una evaluacion indirecta de la respuesta inmune
determinando la reactividad de los linfocitos T del hospedero frente antigenos de M.
tuberculosis, ya sea evaluando la respuesta in vivo por la prueba cutanea de la
tuberculina (PPD) o in vitro mediante ensayos de liberacion de IFN-y (IGRA) (58).

La tuberculina consiste en una inyeccion intradérmica de un derivado proteico
purificado a partir de M. tuberculosis. Aunque se han utilizado una variedad de
meétodos, la técnica de Mantoux que se administra en la superficie interna del
antebrazo, es una de las més utilizadas a nivel mundial. El material de la tuberculina
puede ser el derivado proteico purificado (PPD) S o RT-23. Las dosis estandar son
5 unidades PPD-S (0.1 mL) o 2 unidades PPD-RT-23 (0.1 mL), que son
equivalentes. Ambos tipos de tuberculinas contienen una mezcla compleja de
antigenos, incluidos los de las cepas de M. bovis derivado de Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) y varios antigenos de micobacterias no tuberculosas (NTM), asi como
antigenos de M. tuberculosis. La tuberculina estimula una reaccion de
hipersensibilidad de tipo retardado mediada por linfocitos T. Una reaccion positiva
a la tuberculina puede detectarse por una induracion en el sitio de la inyeccion
después de 48—72 h. El resultado es el didmetro transversal de la induracion que se
registra en milimetros. La interpretacion del resultado debe tener en cuenta tanto la
inmunosupresion como la prevalencia de TB de la poblacién (58). De acuerdo con
lo anterior: 5 mm se considera positivo si el paciente se encuentra inmunodeprimido,
pero se considerard negativo en pacientes sanos que viven en areas de alta
prevalencia en quienes se recomienda emplear un corte 215 mm. No obstante, un
corte 210 mm es recomendado por los centros para el control y prevenciéon de
enfermedades (CDC) (59).

Estas diferencias para clasificar la positividad frente a la prueba de la tuberculina
dificultan la comparacion de las propiedades de la tuberculina entre estudios en
diferentes paises y poblaciones. La principal limitacion de la prueba cutanea de la
tuberculina es su baja especificidad debido a la reaccién cruzada con la vacunacion
BCG vy las infecciones por micobacterias no tuberculosas. También hay otros
inconvenientes con esta prueba aparentemente simple. En sujetos con
enfermedades cronicas debilitantes o inmunosupresion, la prueba de la tuberculina
puede tener una sensibilidad menor que en personas sanas. Debe ser administrada,
y leida por profesionales capacitados para evitar la variabilidad de los resultados.
También requiere dos visitas clinicas, y una reaccion positiva puede afectar la
confidencialidad del participante dada la evidencia de una induracion en su
antebrazo (58).



Los IGRAs, utilizan una muestra de sangre del paciente para medir in vitro la
liberacion de IFN-y por las células T después de la estimulacién con antigenos
especificos de M. tuberculosis. Se han desarrollado dos IGRA: el Quanti-FERON-
TB Gold In-Tube (QFT) y el T-SPOT.TB. Ambas pruebas emplean como antigenos
el blanco antigénico de secrecion temprana 6 (ESAT-6) y la proteina filtrada a partir
del cultivo 10 (CFP-10). Estas proteinas estan codificadas por genes ubicados en la
region diferencial 1 (RD-1) del genoma de M. tuberculosis. EI QFT adicionalmente,
incluye un tercer antigeno, TB7.7 (RD-11). EI QFT es un ensayo inmunoenziméatico
(ELISA) que mide los niveles de IFN-y en el sobrenadante de una suspension
celular. El resultado se procesa facilmente mediante software, y se informa en
Ul/mL. EI T-SPOT.TB es un ensayo enzimatico (ELISPOT) realizado en linfocitos T
separados, y el resultado se informa como el nimero de células T productoras de
IFN-y. La principal ventaja de los IGRAs es su especificidad, dado que ESAT-6,
CFP-10 y TB7.7 se encuentran en el genoma de M. tuberculosis, pero no en M.
bovis—BCG, o en la mayoria de las micobacterias ambientales. Ademas, los IGRA
pueden diferenciar un resultado negativo de la anergia mediante el uso de un control
positivo, que utiliza fitohemaglutinina para estimular la produccion de IFN-y (58).

Ni el PPD ni los IGRA pueden detectar la infeccion por M. tuberculosis en sus etapas
iniciales. Debido a que ambos miden la respuesta inmune adaptativa frente al bacilo,
por lo que, se requiere un periodo de aproximadamente 8 semanas después de la
infeccién para obtener un resultado confiable. En cualquier caso, un resultado
positivo para cualquiera de las dos pruebas debe orientarse en el contexto de la
presencia o ausencia de sintomas clinicos y los hallazgos radioldgicos de torax.
Finalmente, tres desventajas notables son compartidas por ambas pruebas: a) un
pobre valor predictivo positivo (VPP) para la progresion a TB. Varios estudios han
tratado de correlacionar el riesgo de progresion con la respuesta cuantitativa de las
pruebas in vivo (medicién del diametro de la prueba de la tuberculina) e in vitro
(concentracion de IFN-y en tubos QFT), pero no se han encontrado resultados
concluyentes, b) no pueden distinguir entre LTBI y enfermedad activa, y c) no
discriminan entre una infeccion reciente y una pasada (58).

2.4 Estado actual de la TB en el mundo

M. tuberculosis se caracteriza por una alta tasa de infectividad, y largos periodos de
persistencia (45). A pesar de los esfuerzos en los Ultimos afios para su erradicacion,
la TB continda siendo un importante problema de salud publica, y una de las 10
principales causas de muerte, causando mas muertes que el VIH/SIDA en el 2017;
mueren mas personas de tuberculosis que de cualquier otra enfermedad infecciosa
curable (60). En cifras, se estima que diariamente cerca de 20.000 personas
desarrollan tuberculosis activa y 5.000 mueren de ella. En el 2017, se estim0 que
10.4 millones de personas desarrollaron tuberculosis lo que equivale a 142 casos
por 100.000 habitantes, y 1.3 millones murieron a causa de la enfermedad,
adicionalmente, se registraron 300.000 muertes por TB en personas con infecciéon



por el VIH. La gran mayoria de casos de tuberculosis y muertes se registraron en
hombres (61).

Después de 25 afios de la declaracion de la TB como una situacion de emergencia
para la salud publica a nivel mundial por parte de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), este gran numero de casos y muertes por TB es inaceptablemente
alto. Dado que la mayoria de las muertes por tuberculosis son prevenibles si las
personas acceden a servicios de salud para su diagndéstico y se proporciona el
tratamiento antibidtico adecuado. Regimenes de corta duracion con farmacos de
primera linea que pueden curar alrededor del 90 % de los casos han estado
disponibles desde hace décadas. Si bien, se han logrado importantes avances a
nivel global, como una reduccion en la tasa de mortalidad por tuberculosis de un 16
% para el 2017 en comparacién con el 23 % registrado para el 2000, y la tasa de
incidencia de TB ha caido alrededor de 2 % anual. Esta reduccion en la carga de la
tuberculosis no ha sido lo suficientemente rapida para lograr alcanzar los objetivos
previstos en la estrategia fin de la TB para el 2020, que requiere que la proporcién
de personas que mueren por TB disminuya al 10 %, y la incidencia de TB se reduzca
un 5 % anual (60). Los paises en desarrollo contribuyen con una proporcion
significativa de casos de TB, y el espectro de la enfermedad se ha complicado con
la emergencia de cepas resistentes a los antibiéticos (57), la coinfeccién por VIH
(50), acentuado por la pobreza, la falta de acceso a servicios de salud de calidad,
el debilitamiento de los programas de control y estructuras sanitarias poco
coordinadas en zonas endémicas.

Dos tercios de los casos en el 2017, tuvieron lugar en 8 paises: India (27 %), China
(9 %), Indonesia (8 %), Filipinas (6 %), Pakistan (5 %), Nigeria (4 %), Bangladesh
(4 %) y Sudafrica (3 %). Estos juntos con otros 22 paises representan el 87 % de
los casos de TB a nivel global. Por lo tanto, la mayoria de los casos de TB se
concentran en 3 regiones: WHO Sur Este Asiatico (44 %) y WHO Africa (25 %) y
WHO Mediterraneo oriental (7.7 %). Solo 6 % de los casos de TB se presentarén
en la region WHO Europa (3 %) y WHO Américas (3 %) (Figura 2). En el caso
particular de las Américas, la mayoria de los paises de la regién tienen tasas de
incidencia por debajo de 50 casos por cada 100.000 habitantes por afio, y junto con
Europa son las regiones con menor carga de tuberculosis en promedio (60).
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Figura 2. Tasas de incidencia de TB estimadas, 2017. Tomado de WHO. Global
tuberculosis report 2018. Geneva: World Health Organization; 2018. (60)

No obstante, en las Américas, la tuberculosis persiste como un importante problema
de salud publica. Cada afio se notifican en promedio cerca de 282.000 casos nuevos
y fallecen alrededor de 18.000 personas (60), la inequidad social, la debilidad en las
acciones de control y la ineficiencia en los servicios de salud, conllevan a que
existan zonas dentro de la region donde la problematica es similar a la que
presentan regiones de alta carga de TB. Las cifras mas elevadas de enfermos y
fallecidos se registran en Brasil, Pert, México, Haiti y Colombia, representando el
68 % de los casos de TB en laregion (62) con el consecuente dafio personal, familiar
y econémico para estas naciones.

Por tal motivo, cuatro afios después de terminada la estrategia alto a la TB, continla
siendo necesario reducir las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad por TB en
el mundo, si se pretende alcanzar la nueva meta propuesta por la OMS. La
estrategia denominada “Fin a la TB” que propone una reduccién del 35 % en el
namero de muertes y 20 % de reduccion en la tasa de incidencia para el 2020. Solo
de alcanzarse en el tiempo esta meta, e intensificando los esfuerzos, es probable
pensar en el fin de la epidemia por TB para el 2035, entendiéndose esto como una
reduccion del 95 % en el nUmero de muertes por TB y del 90 % en la incidencia de
la misma (<10 casos por 100.000 habitantes) comparado con los registros 2015
(60).

2.5 Estado dela TB en Colombia

Colombia es el tercer pais mas poblado de América Latina. Un pais con una
poblacion de 49 millones de habitantes que ha pasado de ser principalmente una
poblacién rural a principios del siglo 20 a convertirse en una poblacion
mayoritariamente urbana en el siglo 21. El aumento de la poblacion urbana, junto
con el hacinamiento y la pobreza en las grandes ciudades, mantiene condiciones
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favorables para la transmision de la tuberculosis. La incidencia estimada de TB es
de 33 casos por cada 100.000 personas, lo que corresponde a aproximadamente
16.000 nuevos casos por afio (60), lo que plantea una importante tarea para el
control de la enfermedad. Analizando el periodo 1970 al 2008, se observa una clara
tendencia en la disminucion de la incidencia de TB desde 1970 (58.6 casos por
100.000 habitantes), hasta 1997 (21.5 casos por 100.000 habitantes), disminucion
que correspondid entre otras causas, a la progresiva reduccion en la busqueda de
pacientes sintomaticos respiratorios, pero este comportamiento descendente varié
a partir del afio de 1998, cuando se comenzd a evidenciar una tendencia
incremental sostenida con incidencias que oscilan entre 22 a 26.5 casos por
100.000 habitantes para el periodo 1998-2017. Para el 2018 con corte en la semana
epidemiologica numero 36, se habian notificado al Sivigila 9706 casos de
tuberculosis de todas las formas lo que corresponde a una incidencia de 17.7 casos
por 100.000 habitantes (63, 64). Al interior del pais, las tasas de incidencia de la
tuberculosis difieren notablemente entre departamentos, a continuacion se reportan
las tasas de incidencia mas altas por entidad territorial para el afio 2017: 59
Amazonas, 50.4 Risaralda, 47.7 Meta, 45.5 Casanare, 41.6 Barranquilla, 41.2
Choco, 40.3 Guaviare, 39.2 Valle del Cauca 35.1 Antioquia, y los departamentos
con la menor incidencia de tuberculosis son Sucre con 9.9. y Boyaca con 8.5. La
incidencia acumulada global fue 26.5 casos por 100.000 habitantes (65).

Santiago de Cali, es la capital del departamento del Valle del Cauca y una de las
principales ciudades del suroccidente Colombiano, posee una alta carga de TB con
una incidencia de 41 casos por 100.000 habitantes superior al promedio nacional
(66) y un riesgo anual de infeccion tuberculosa (ARTI) de 1.3 % (67) superior al
riesgo de 0.1 % reportado para la poblacion mundial (68). Cada afio en la ciudad
mueren por esta afeccién aproximadamente entre 90 a 100 personas, y se
diagnostican entre 15 a 20 casos de TB farmaco-resistente. El porcentaje de
abandono del tratamiento antituberculoso es del 15 %, y los casos de coinfeccién
TB/VIH oscilan entre el 11-13 %, condiciones que representan un complejo
panorama para el control de tuberculosis en la ciudad (69).

La incidencia global de la TB en Colombia oculta las diferencias entre sus regiones,
reflejando que las medidas de control y la naturaleza de la transmisiébn no son
uniformes (70).

2.6 Inmunologia de la tuberculosis

La inmunidad protectora contra la tuberculosis esta mediada predominantemente
por la respuesta inmune celular (19). Sin embargo, la resistencia del hospedero
contra la infeccion micobacteriana comienza con la inmunidad innata que implica la
interaccién de las micobacterias con macréfagos y células dendriticas residentes en
los alvéolos (71). Un gran repertorio de receptores para el reconocimiento de
patrones (PRRs) en estas células esta involucrado en el reconocimiento y la
fagocitosis de los bacilos, incluidos los receptores tipo toll (TLR), receptores del
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complemento, receptores depuradores, y receptores lectinas de tipo C (receptores
de manosa, receptor de lectina del tipo C asociado a macrofagos (Mincle), receptor
de células dendriticas DC-SIGN (CD209), Dectina-1y -2, y receptores de proteinas
surfactantes) (57, 72, 73). Los macrofagos y las células dendriticas infectadas con
M. tuberculosis inducen reacciones inflamatorias y promueven la afluencia de
monocitos y otros macréfagos que pueden infectarse. Estas células migran a los
ganglios linfaticos regionales, iniciando una respuesta inmune y propagando la
infeccion. Con el establecimiento de la inmunidad adaptativa, la replicacion
bacteriana disminuye drasticamente. Viables y aparentemente de forma
extracelular, los bacilos pueden persistir dentro de los granulomas formados como
consecuencia del reclutamiento celular y la activacién inmune (45). Estas bacterias
aun viables pueden promover la produccion de TNF-a e IFN-y por las células T
cooperadoras (20, 74). Aunque el IFN-y es esencial para controlar la infeccion, otros
factores parecen ser necesarios para mantener el equilibrio entre la inmunidad y la
susceptibilidad (75). Las células T de memoria que expresan IL-2 también parecen
ser importantes en la resolucién de la infeccion vy fibrosis (76).

Los estudios de biomarcadores han demostrado que la progresion temprana a TB
se asocia con la expresion alterada de citocinas reguladoras tipo Th2, como la IL-4
e IL-10 (77). También se ha demostrado que los pacientes con TB tienen una
disminucién en los niveles de citocinas del tipo Thl con un aumento en los niveles
de IL-10 en comparacion con los individuos con infeccion tuberculosa latente (LTBI)
y poblacion no infectada. Curiosamente, los sujetos con infeccidn latente mostraron
un aumento selectivo en los niveles de ARNm de IL-4d2 (antagonista de IL-4), en
comparacion con los pacientes con tuberculosis o individuos no infectados (75). La
citocina proinflamatoria TNF-a también juega un papel importante en la respuesta
del hospedero contra la TB, incluyendo la formacion del granuloma 'y la contencién
de la enfermedad (78, 79). De hecho, el tratamiento con anticuerpos neutralizantes
de TNF-a se asocia con la reactivacion de M. tuberculosis entre individuos con
infeccion latente, como se ha observado en tratamientos de enfermedades
autoinmunes (80). Lo anterior sugiere que el control a largo plazo de la infeccién por
M. tuberculosis puede estar mediado por una fuerte respuesta Th1l y una inhibicién
de la respuesta Th2. El equilibrio en la respuesta inmune efectora y supresora
parece ser clave para el control a largo plazo de la infeccién por M. tuberculosis.
Algunos estudios han demostrado que las condiciones cronicas subyacentes
(coinfeccion VIH, desnutricion, deficiencia de vitamina D, diabetes y terapia con el
anti-TNF-a) pueden alterar el sistema inmunolégico y aumentar el riesgo de
progresion a tuberculosis activa (81-85). Esto muestra el espectro dinamico de la
infeccion tuberculosa (71, 86).

La uUnica vacuna disponible, y actualmente aprobada contra la tuberculosis
(organismos vivos atenuados de M. bovis derivado de Bacillus Calmette-Guérin
(BCG)), estimula un amplio espectro de la respuesta inmune celular y ha logrado
proteger a los recién nacidos contra la enfermedad tuberculosa (50). Sin embargo,
la BCG ha demostrado una gran variabilidad en la eficacia y puede no proteger
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contra la enfermedad pulmonar en adultos (87), en particular en las regiones peri-
ecuatoriales de paises en desarrollo (50). Este fenbmeno se atribuye con frecuencia
a la exposicion previa a micobacterias ambientales, aunque su distribucién no
representa completamente la variabilidad en la respuesta a la BCG (19). Se ha
sugerido que la presencia de patdgenos coinfectantes (por ejemplo, helmintos) y el
deterioro de la respuesta inmune para reconocer antigenos de M. tuberculosis
probablemente desempefian un papel importante en la eficacia protectora de la
BCG (50, 88).

2.7 Larelaciéon antigua entre H. pylori y los humanos

El género Helicobacter habita el tracto gastrointestinal de muchos mamiferos y aves,
los cuales a menudo poseen sus propias y Unicas especies de Helicobacter. Estas
especies son hospedero-especificas, implicando coevolucion de la bacteria con sus
hospederos. Por comparacion de secuencias nucleotidicas de diferentes cepas y
medicion de sus tasas de mutacion, es posible calcular el tiempo minimo que H.
pylori y su hospedero han compartido un ancestro comun. La diversidad genética
entre las cepas de H. pylori disminuye con la distancia desde el Este de Africa, asi
como la diversidad genética disminuye entre humanos. Estos hallazgos sugieren
gue H. pylori ha coevolucionado con los humanos, al menos desde su ultimo éxodo
juntos desde Africa 50.000 afios atras y probablemente a lo largo de su evolucion
(28).

2.8 Caracteristicas microbiol6gicas de H. pylori

H. pylori es un bacilo Gram negativo, en forma de S o de baston curvo que habita
crénicamente en la mucosa géstrica, su tamafio es de 2 a 10 um de longitud y 0.3
a 1 um de ancho, y posee entre cinco y seis flagelos polares (89). En los cultivos se
caracteriza por crecer en agar sangre de cordero a 37°C y necesita de bajas
tensiones de oxigeno (microaerofilico), las colonias son pequefias, circulares, con
apariencia convexa y translicida con forma de gotas de rocio. Su identificacién
preliminar se soporta en su capacidad de producir enzimas como catalasa, ureasa,
y oxidasa.

2.9 Diagnéstico de lainfeccion por H. pylori

La infeccion por H. pylori se puede diagnosticar por una variedad de pruebas
invasivas y no invasivas (90). Los métodos convencionales para el diagnostico de
H. pylori incluyen: el analisis histopatoldgico, el cultivo, el examen microscopico, y
la prueba rapida de la ureasa (90, 91). Todos estos métodos involucran la toma de
biopsia gastrica mediante una endoscopia de tracto gastrointestinal superior. Este
procedimiento esta sujeto a errores de muestreo, y condicionado por la distribucion
irregular de H. pylori en el estbmago, lo que conlleva a la posibilidad de falsos
negativos. Adicionalmente, la histopatologia, y el cultivo de H. pylori requiere
experiencia y destreza para obtener resultados confiables (91).
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Los métodos no invasivos como la deteccion de anticuerpos 1gG para H. pylori en
sangre, la prueba en aliento de la urea (UBT), y la deteccion de antigenos en heces
constituyen una buena opcién en el diagndstico de la infeccién por H. pylori, por su
rapidez, menor costo en comparacion con la endoscopia, y mayor aceptacion por
los pacientes (90, 91). Sin embargo, también presentan desventajas. Los resultados
positivos por serologia en sangre no necesariamente reflejan una infeccion activa.
La prueba en aliento requiere un equipo especializado de alto costo e involucra
exposicion a radioactividad (91, 92), y la deteccidon de antigenos fecales presenta
una menor especificidad comparada con la prueba de aliento, atribuida a una
reactividad cruzada entre especies de Helicobacter presentes en tracto
gastrointestinal, que también son eliminadas por heces (93). . Basado en las
limitaciones de los métodos anteriormente mencionados, y la necesidad de nuevos
métodos diagnosticos, el interés ha crecido hacia el uso de técnicas moleculares
para el diagndstico de H. pylori (91).

Métodos moleculares como la PCR tienen el potencial para determinar con precision
la presencia de la infeccidn y caracterizar el genotipo de la bacteria con una buena
sensibilidad (~80 %) y especificidad (100 %) (94). Estas técnicas han sido usadas
exitosamente para detectar ADN de H. pylori en tejidos géastricos por amplificacién
de regiones gendmicas especificas que codifican para adhesinas, ureasa y ARNr
16S. Este ultimo gen, es un blanco altamente especifico para la amplificacion y ha
sido usado previamente para ayudar en la clasificacion taxonémica del organismo.
La amplificacion de ADN de H. pylori puede ser considerado evidencia directa de su
presencia (91).

La elecciébn de una prueba especifica depende de varios factores, incluyendo
molestias gastricas, edad, disponibilidad local, costos, y la informacién clinica
buscada. Los pacientes con hemorragia gastrointestinal, pérdida de peso
inexplicable, o anemia, asi como los pacientes de edad avanzada (> 50 afios) con
dispepsia recientemente desarrollada deben someterse a un examen endoscopico.
Si las muestras de biopsia se pueden obtener facilmente, la prueba rapida de la
ureasa es una prueba de eleccién. Sin embargo, en los pacientes con hemorragia
activa o reciente, o en pacientes que estén tomando antibiéticos o compuestos
antisecretores, la histologia es la prueba mas recomendable. Adicionalmente, es el
anico método que permite detectar lesiones malignas en la mucosa gastrica (95).
Aunque el cultivo de H. pylori acompafado por pruebas de sensibilidad antibidtica
es el inico método diagndstico que proporciona valores de resistencia a antibioticos
para todos los agentes usados en la terapia anti-H.pylori, esta técnica no se realiza
rutinariamente en el diagndstico inicial de la infeccién por H. pylori (90).

En la ausencia de sintomas de alarma, el examen endoscépico no suele estar
indicado, y el diagnoéstico de H. pylori se debe limitar a métodos no invasivos, de los
cuales los mas ampliamente usados son la prueba en aliento y la serologia. La
prueba de aliento se puede utilizar para el diagnadstico inicial de H. pylori, asi como
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para el seguimiento del tratamiento. La serologia, sin embargo, es mas limitada, no
es adecuado usarla para confirmar el éxito de la terapia ya que una disminucion en
el titulo de anticuerpos anti-H pylori en suero puede solo ser fiable si se observan
varios meses después del tratamiento. En los nifios menores de 6 afos, las
muestras de aliento no se pueden obtener facilmente, y la serologia no siempre es
fiable, por lo que las pruebas de deteccion de antigeno en heces para H. pylori
podria proporcionar una alternativa (90). En cualquier caso clinico es conveniente
utilizar una combinacion de resultados de al menos dos técnicas para definir la
positividad de la infeccidn (con la excepcion del cultivo como Unica prueba
positiva)(96) .

2.10 Epidemiologia de H. pylori

H. pylori esta presente en el epitelio gastrico de aproximadamente el 50 % de la
poblacién mundial (97-99) y es por tanto, una de las infecciones bacterianas mas
comunes en humanos después de la caries dental (100). La infeccién se asocia con
bajo estrato socioeconémico, tener padres (especialmente madres) portadoras de
H. pylori, hermanos mayores H. pylori-positivos, condiciones de hacinamiento,
consumo de alimentos contaminados y pobre higiene personal (27, 100, 101), y es
adquirida en la infancia usualmente después del primer afio de vida. La transmision
puede ser fecal-oral, oral-oral o vomito-oral (27). Una vez adquirida en ausencia de
tratamiento antibacteriano persiste por décadas, y a menudo a lo largo de la vida
del hospedero, sin manifestaciones clinicas evidentes (27, 100). Alrededor del 20 %
de las personas infectadas estan en riesgo de desarrollar Ulceras pépticas, y 1 %
desarrollard adenocarcinoma gastrico o linfoma de tejido linfoides asociado a
mucosa (MALT) (97, 102).

La prevalencia de la infeccion por H. pylori varia ampliamente por regién geografica,
edad, raza y etnia (100). Asi, aunque muchas personas en todas las zonas
geograficas portan la bacteria, la prevalencia de H. pylori es mayor en paises en
desarrollo que en paises desarrollados (101). La prevalencia en Asia y Africa varia
de 70-90 %, mientras en el Norte de América y Europa la prevalencia es tipicamente
30-70 % (Figura 3). La prevalencia aumenta con la edad. En paises en desarrollo
30-50 % de los nifios menores de 5 afios de edad estan infectados por H. pylori
(100). En contraste, en muchos paises desarrollados desde principios del siglo XX
hubo una disminucién progresiva en la prevalencia de H. pylori, este efecto cohorte
se aceler6 después de la Segunda Guerra Mundial y su efecto ha sido tan profundo
gue menos del 10 % de los nifios menores de 10 afios en los Estados Unidos y en
otros paises desarrollados estan infectados, comparado con los niveles histéricos
de 70-90 %. Este cambio es producto del mejoramiento en las condiciones de vida
(saneamiento y nutricion) y otro fenomeno que pudo contribuir fue el amplio uso de
antibioticos para otras infecciones a los cuales H. pylori es sensible (27).
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Figura 3. Prevalencia mundial de H. pylori. Tomado de Azevedo NF, Guimaraes N,
Figueiredo C, Keevil CW, Vieira MJ. A new model for the transmission of Helicobacter pylori:
role of environmental reservoirs as gene pools to increase strain diversity. Crit Rev
Microbiol. 2007; 33(3):157-69.(103)

2.11 Prevalencia de lainfeccion por H. pylori en Colombia

En casi todos los estudios es evidente que en los grupos socioecondmicos bajos y
en los paises en desarrollo, la prevalencia global de la infeccién por H. pylori
aumenta hasta cerca del 80 %. En el caso de Colombia, un estudio de
seroprevalencia realizado por Bravo et al. (104) report6 una prevalencia de 96.3 %,
especialmente desde temprana edad (96 %, en el grupo de 18-24 afios). Es comun
gue la seroprevalencia aumente a medida que se avanza en edad, lo cual indica un
alto indice y riesgo de adquirir la infeccién por H. pylori en edad temprana en todas
las regiones geogréficas del pais y parece no estar influida por la variedad étnica.
Otro estudio comparativo realizado en 16 ciudades colombianas reportd una
prevalencia global de 69.1 % a partir de biopsias gastricas, sin encontrar diferencias
significativas segun el género y la edad. La mayor prevalencia de la infeccién por H.
pylori se encontr6 en Manizales (85.5 %) y Tunja (99.1 %). Una prevalencia
relativamente alta se encontrg para Cali (63.1 %). Otras ciudades como Pasto con
alta tasa de cancer gastrico presentaron una baja prevalencia (41.7 %) evidenciando
un subdiagnéstico de la infeccion en esta region (105), confirmado por estudios
recientes que han encontrado una alta prevalencia de la infecciébn en esta area
geografica (>90 %) (106). En la Costa Atlantica la prevalencia de la infeccion fue de
65.4 %, significativamente mas baja cuando se compard con la regién andina 69.5
% (p=0.022) (105). Estas investigaciones permiten evidenciar la alta prevalencia de
la infeccién por H. pylori dentro del pais.
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2.12 Colonizacion y persistencia de H. pylori

H. pylori es una bacteria que coloniza exitosamente el estbmago humano, y persiste
a lo largo de la vida del hospedero, lo que implica un alto grado de adaptacion (28)
y una habilidad extraordinaria para evadir la constante y vigorosa respuesta inmune
innata y adaptativa a la cual es enfrentado (102). Su forma espiral y flagelos
permiten a esta bacteria atravesar el moco gastrico y numerosas adhesinas
permiten la adherencia selectiva al epitelio. H. pylori tiene mecanismos para su
proteccion contra la acidez gastrica. El 15 % de su contenido proteico comprende
una ureasa citoplasmatica preformada. Cuando el pH externo es menor a 6.5, un
canal especifico se abre en la membrana citoplasmética, permitiendo el ingreso de
la urea. EI amonio producido por la hidrdlisis de la urea neutraliza el periplasma
permitiendo el mantenimiento del potencial de membrana citoplasmético (28).

Como muchas bacterias comensales humanas, H. pylori ha evolucionado
desarrollando mecanismos especificos para evitar la estimulacion de la respuesta
inflamatoria e inmune (28, 97). Por ejemplo, en la inmunidad innata el
reconocimiento por varios TLR es atenuado por H. pylori. No obstante, la
colonizacion es asociada con infiltracion de células inflamatorias dentro de la
mucosa gastrica (denominada gastritis). Diferentes cepas de H. pylori inducen
variedad de grados de gastritis, reflejando sus habilidades individuales para
interactuar con el hospedero mediante sus factores de virulencia (28). La mayoria
de las investigaciones en el campo de H. pylori se han enfocado en el estudio de
estos factores, particularmente en el contexto de su asociacion con severas
secuelas gastrointestinales producto de la infeccion (101). De ahi que es bien
comprendido como estos factores resultan en enfermedad, aunque el beneficio para
H. pylori de poseer estos factores permanece menos claro. Una posibilidad es que
los cambios epiteliales que H. pylori causa (directamente y quizas también a través
de inflamacion) permite el incremento de la liberacion de nutrientes a la bacteria.
Alternativamente, estos factores de virulencia pueden inducir modificaciones del
nicho que resultan en mejores condiciones para la supervivencia de H. pylori o
empeoramiento de las condiciones para la supervivencia de bacterias competidoras
(28).

Aungue el enfoque experimental en la asociacion de H. pylori con enfermedad es
comprensible, es importante sefialar que el nicho ecoldgico para H. pylori es
progresivamente perdido con el desarrollo de la gastritis atréfica, y la bacteria rara
vez se obtiene a partir del cultivo de pacientes seropositivos con adenocarcinoma.
Por lo tanto, desde el punto de vista microbiano, la progresion de una gastritis
asintomatica a seria destruccion de tejidos, interfiere con la proliferacion bacteriana
(102).
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2.13 Infeccidn crénica por H. pylori

La inflamacion local géstrica es el sello de la infeccidn crénica por H. pylori y se
piensa subyace a la enfermedad. Esta comprende un amplio rango de células
inflamatorias, pero es predominantemente linfocitico. Sin embargo, poco comun en
las infecciones cronicas, suele haber un persistente componente neutrofilico, y esto
se cree contribuye a la patogénesis debido a la liberacion de mediadores
inflamatorios tales como especies reactivas del oxigeno (ROS). La severidad de la
inflamacion géastrica esté influenciada por los efectos locales proinflamatorios de H.
pylori, y por la respuesta inmune local y sistémica. La relativa contribucion de estos
es materia de controversia. Aunque el nivel de inflamacion incrementa el riesgo de
enfermedad, no parece influenciar el tipo de enfermedad a desarrollar. Esto se
piensa esta determinado por el patron topografico de inflamacién dentro del
estdbmago: la inflamacion predominantemente antral es asociada con un incremento
en la produccion de &cido y predispone a Ulcera duodenal mientras que la
inflamacion predominantemente a nivel del cuerpo gastrico o pan-gastritis esta
asociada con hipoclorhidria y predispone a Ulcera gastrica y adenocarcinoma
gastrico. La distribucién intragastrica de la gastritis se piensa depende de factores
genéticos del hospedero, posiblemente algunos factores de virulencia bacterianos
y factores ambientales incluyendo la edad de la infeccion (107).

2.14 Cancer gastrico y su relacion con el H. pylori

Dos variantes distintas histolégicamente de adenocarcinoma gastrico han sido
descritas, cada uno tiene caracteristicas epidemiolégicas y pato-fisioldgicas
diferentes. El adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal usualmente ocurre en
edades tardias, predomina en hombres y progresa a través de una serie
relativamente bien definida de pasos histolégicos. El adenocarcinoma gastrico de
tipo difuso mas comunmente afecta personas jovenes, afectando hombres y
mujeres por igual y consta de una infiltracion individual de células neoplésicas que
no forman estructuras glandulares y no esta asociado con metaplasia intestinal.
Aunque H. pylori incrementa significativamente el riesgo de desarrollar ambos
subtipos de adenocarcinoma gastrico, los mecanismos que sustentan el desarrollo
de cancer gastrico de tipo intestinal estan mejor caracterizados (101).

La cadena de eventos que ocurre durante el desarrollo del cancer gastrico de tipo
intestinal involucra una transiciéon desde una mucosa gastrica normal a una gastritis
superficial cronica, la cual luego lleva a gastritis atréfica y metaplasia intestinal, y
finalmente a displasia y adenocarcinoma gastrico (Figura 4). El riesgo de desarrollar
cancer gastrico se incrementa exponencialmente como la gastritis atrofica se
extiende, y la metaplasia intestinal incrementa. Pacientes con gastritis atréfica
multifocal severa tienen 90 veces mas riesgo de desarrollar adenocarcinoma
gastrico que aquellos con mucosa normal (101).
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Figura 4. Progresion del adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal. Tomado y adaptado
de Peek RM, Blaser MJ. Helicobacter pylori and gastrointestinal tract adenocarcinomas. Nat
Rev Cancer. 2002; 2(1):28-37.(101)

La habilidad de H. pylori para colonizar el epitelio gastrico e inducir gastritis
superficial, de cierta forma indica que este microorganismo o la respuesta
inflamatoria del hospedero frente a la infeccion, podria ser importante en el inicio y
promocion de la neoplasia gastrica. El descenso progresivo en la adquisicion de H.
pylori durante el Gltimo siglo en las personas que viven en paises desarrollados ha
conllevado una disminucion en la incidencia de cancer gastrico. Varios estudios de
casos y controles han mostrado que la seropositividad esta asociada con un
incremento significativo en el riesgo de cancer gastrico (2.1 a 16.7 veces mayor que
en personas seronegativas) (101).

Resultados de mdltiples estudios, reportan que el tratamiento anti-H. pylori modifica
la progresion de la carcinogénesis gastrica. Un ensayo de quimioprevencién
controlado y aleatorizado mostré que la terapia antibiotica dirigida contra H. pylori
incrementd la tasa de regresion de la atrofia gastrica y metaplasia intestinal,
comparado con los pacientes que recibieron placebo (108). En pacientes japoneses
con cancer gastrico temprano, la terapia para eliminar el H. pylori resulté en una
disminucién significativa de la tasa de recurrencia de cancer gastrico y redujo la
progresion de la gastritis atrofica. En otro estudio prospectivo a largo plazo, la
erradicacion de H. pylori retraso, el desarrollo de adenocarcinoma gastrico durante
un periodo de seguimiento con una media de 4.8 afos (101).

H. pylori induce cancer géastrico en modelos con roedores. Después del desafio
experimental con H. pylori, los jerbillos mongoles consistentemente desarrollaron
pangastritis, y en el curso de 1-2 afios progresaron a: atrofia gastrica, metaplasia
intestinal y adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal en cerca de 1/3 de los
animales. El patron de desarrollo de cancer gastrico en estos animales es paralelo
al de los humanos, siendo este un buen modelo para el estudio de la carcinogénesis
gastrica. Estos hallazgos demuestran que la malignidad puede ser inducida por la
sola colonizacion de H. pylori, sin la administracion exégena de co-carcin6genos.
Por consiguiente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a H.
pylori como un agente carcindgeno tipo | (101).
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2.15 Variacion gendmica en H. pylori y riesgo de enfermedad

Las poblaciones de H. pylori son extremadamente diversas, debido a mutaciones
puntuales, reordenamientos genéticos, sustituciones, inserciones, y/o deleciones en
sus genomas. Un unico hospedero puede portar varias cepas de H. pylori, y los
aislados dentro de un individuo pueden cambiar en el tiempo por mutaciones
enddgenas, rearreglos cromosomicos o recombinacién entre las bacterias. Esta
variacion genomica permite a H. pylori escapar de la respuesta inmune del
hospedero eliminando o modificando moléculas potencialmente inmuno-
estimuladoras (97). Aunque esta extraordinaria diversidad ha dificultado la
bldsqueda de factores bacterianos asociados con malignidad, varios loci genéticos
han sido identificados, incluyendo el islote de patogenicidad cag, el gen vacA y
babA2. Estos marcadores parecen ser interdependientes, y no son absolutos, pero
reflejan el grado de enfermedad (101).

2.16 Factores de virulencia en H. pylori asociados con inflamacion

Varios factores de virulencia bien reconocidos estan comuinmente presentes en
cepas de H. pylori asociadas con enfermedad. La mayoria, pero no todos ellos,
incrementan el riesgo de enfermedad principalmente causando un incremento en la
liberacion de citocinas proinflamatorias por parte de las células epiteliales,
incrementando asi la infiltracion local de células inflamatorias en la mucosa géstrica.
Esta inflamacion local puede propiciar el inicio de una compleja respuesta
inflamatoria e inmune frente a la infeccion. En la infeccidon cronica, la expresion de
citocinas proinflamatorias continla, y esta se piensa es un determinante importante
de Ulcera péptica y malignidad géastrica. Aunque todas las infecciones por H. pylori
estan asociadas con algun grado de inflamacion géastrica, aquellas asociadas con
enfermedad se asocian con los niveles mas altos de inflamacién (107).

2.16.1 El islote de patogenicidad cag (cag PAI)

Probablemente el mas importante y distintivo factor de virulencia de H. pylori (101,
107), un locus adquirido por transferencia horizontal de aproximadamente 40 Kb
(101, 109). El cag PAI puede estar presente, ausente, o alterado y asi no funcional.
Comunmente esté presente y funcional (28). Las cepas que poseen el cag PAI con
mayor probabilidad estdn asociadas con gastritis severa, gastritis atrofica, Ulcera
péptica y adenocarcinoma gastrico distal que las cepas que carecen de €l (99, 101,
107). El cag PAI es un grupo de cerca de 30 genes, muchos de los cuales codifican
un sistema de secrecion tipo IV (T4SS) que conecta el citoplasma de la bacteria y
la célula epitelial del hospedero (28, 102, 107), el cual exporta proteinas
bacterianas. Esta perfectamente disefiada para el estdbmago humano:
antigénicamente variable, cubierto por la proteina CagY estructuralmente acido
estable que le confiere estabilidad y permite la evasion de la respuesta inmune del
hospedero (Figura 5) (28). El gen terminal en el islote, cagA, es comunmente usado
como un marcador del locus cag completo (101, 109). Seguido de la adhesion de
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H. pylori a las células epiteliales, el sistema de secrecion tipo IV transloca una
proteina codificada en el cag PAI, CagA, junto con péptidoglicano y probablemente
otras proteinas bacterianas desconocidas dentro del citosol de la célula epitelial
(109). Los efectos y el papel de CagA son importantes en la patogénesis, pero es la
presencia del sistema de secrecion tipo IV (T4SS) el principal estimulo en la
expresion de citocinas proinflamatorias por parte de las células epiteliales e
inflamacion gastrica (107).

H. pylori

Sistema de
secrecion tipo IV

CagY

Célula epitelial

Activacion de FAK Exceso de CagA? Abl y Src quinasas 1
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CagA = CagA)J
Union y activacion Efectos = Efectos en Union y a*ctlvacmn Activacion de NFkB
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Figura 5. Efectos del T4SS codificado por el islote de patogenicidad cagA y su principal
proteina efectora, CagA. Tomado y adaptado de Atherton JC, Blaser MJ. Coadaptation of
Helicobacter pylori and humans: ancient history, modern implications. J Clin Invest.
2009;119(9):2475-87. (28)

Estudios in vitro han mostrado que varios genes dentro del islote cag (cagE (picB),
cagG, cagH, cagl, cagL, cagM) son requeridos para liberar grandes cantidades de
citocinas proinflamatorias, tales como la IL-8, desde las células epiteliales gastricas.
Esta citocina participa en el reclutamiento de neutrdfilos, resultando en inflamacion
(102). La inactivacién de estos genes también resulta en una disminucion de la
activacion del NF-kB, y la cascada de transduccion de sefiales de las proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK), que regulan la produccion de citocinas
proinflamatorias. Estas observaciones in vitro reflejan eventos in vivo, como las
cepas cagA-positivas estan asociadas con una alta expresion en la mucosa de IL-8
e inflamacién en tejido gastrico. Ademas, la pérdida de cagE o el locus cag completo
atenua profundamente la severidad de la gastritis y desarrollo de atrofia en jerbillos
mongoles infectados con H. pylori (101). Se reconoce ahora que el paso inicial en
este proceso es el reconocimiento por el receptor para el reconocimiento de
patrones Nodl. Nodl es un sistema de deteccion innato epitelial para bacterias
Gram negativas, y esta involucrado especificamente en la deteccion de infecciones
intracelulares. Este censa la presencia de un muro-péptido unico del péptidoglicano
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de las bacterias Gram negativas y es expresado por muchos tipos celulares
incluyendo células epiteliales. Experimentos in vitro han demostrado que la
deteccién por Nod1 de H. pylori es dependiente de la translocacion de componentes
de péptidoglicano soluble (iE-DAP) hacia la célula epitelial por el T4SS (110). Cémo
se logra esto permanece desconocido, pero la interaccion con Nodl lleva a la
activacion del NF-kB y la expresion de genes que codifican citocinas
proinflamatorias, incluyendo IL-8 (107).

Un estudio previo que investigo el vinculo entre el cag PAIl y la induccion de la
respuesta proinflamatoria, mostré que los aislados clinicos de H. pylori tenian mas
probabilidad de colonizar ratones si ellos no albergaban el cag PAI y fueron por lo
tanto incapaces de inducir tal respuesta en células cultivadas. Variantes adaptadas
para ratones que carecian del cag PAI infectaron ratones en gran densidad y
tuvieron una reducida capacidad para inducir una respuesta inflamatoria in vitro
comparado con las respectivas cepas parentales (111). Estos hallazgos implican
que puede haber una profunda seleccion in vivo contra cepas de H. pyloriy variantes
gue induzcan una fuerte respuesta inflamatoria en el hospedero, al menos en los
modelos murinos (102).

Hasta el momento, la ventaja relativa in vivo de las cepas de H. pylori que poseen
el cag PAI versus los genotipos que carecen del cag PAI, en hospederos humanos
no son claras. Un estudio de un individuo infectado con mdultiples cepas mostré
recombinacién entre las cepas resultando en la escision del cag PAI y la
subsecuente seleccion positiva de las cepas cagA-negativas. Por lo tanto, no es
claro como el cag PAI beneficia la bacteria durante la infeccion persistente, este
puede que sea importante para un estadio especifico de la colonizacion, pero no es
indispensable en otros estadios (102).

2.16.2 Citotoxina asociada al gen A (cagA)

Este gen codifica para una proteina altamente inmunogénica de 120 a 145 kDa
denominada CagA, que es traslocada por el T4SS dentro del citosol de la célula
epitelial (109, 112), lo que resulta en profundos cambios celulares, presumiblemente
beneficiando a la bacteria (101, 107). Dentro del citosol, la proteina se localiza
dentro de la superficie de la membrana plasmética y es reconocida por la célula
como una molécula de sefializacién, y es activada por fosforilaciéon, la cual es
mediada por quinasas de la familia Src y Abl (107, 112) en residuos de tirosina
especificos dentro de los motivos de repeticion Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) (Figura
5) (99). Esta luego interactiia con la SHP-2, una de las moléculas blanco mejor
estudiadas, e induce sefalizacion de la MAP quinasa resultando en una
proliferacion anormal y movimiento de las células epiteliales gastricas (107).
Mutaciones en la SHP-2 han sido encontradas en varios tumores malignos
humanos, y la alteracion en la sefializacion de SHP-2 se ha asociado con el
desarrollo de adenocarcinoma gastrico en ratones genéticamente modificados,
indicando que SHP-2 juega un papel importante en el cancer gastrico (109). La
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proteina CagA fosforilada puede también unirse a las proteinas Crk llevando a la
ruptura de las uniones de las células epiteliales y dafio tisular, mientras que la CagA
no fosforilada puede interactuar con otros receptores celulares tales como Grb2 y
Z0O-1 para inducir otros cambios morfologicos celulares y proliferacion (107). De ahi,
gue la sola presencia del CagA no es suficiente para predecir los resultados de la
enfermedad en la infeccion por H. pylori. Los individuos infectados con un CagA
fosforilado presentan una enfermedad mas grave que los pacientes infectados con
un CagA no fosforilado, pero cual de estas formas de CagA fue la progenitora en la
evolucion de H.pylori esta sin aclarar (97). La alteracion de la barrera epitelial por
CagA puede llevar a la pérdida de nutrientes en la capa mucosa, y facilitar la entrada
del VacA bacteriano en la submucosa (102).

La proteina CagA también puede inhibir la proliferacion de células B al suprimir la
via de sefalizacion JAK-STAT, y adicionalmente, suprimir la apoptosis de células
B, lo que puede contribuir a la formacién de linfoma de tejido linfoide asociado a la
mucosa (MALT) (113).

2.16.2.1 Diversidad de los motivos EPIYA en la proteina CagA

La proteina CagA de H. pylori presenta varios tipos de alelos, lo cual es debido a un
namero variable de regiones repetidas conteniendo los motivos EPIYA presentes
en el extremo carboxilo de la proteina (114, 115). El nUmero de repeticiones EPIYA
presentes en la proteina CagA esta asociado con diferentes efectos sobre la vias
sefalizacion celular y riesgo de enfermedad (116). Estos polimorfismos alrededor
de la regibn EPIYA tipicamente involucran cambios en la secuencia de los
aminoacidos que flanquean el motivo. Los principales motivos designados son
EPIYA-A, -B, -C y -D y se encuentran en dos combinaciones distintas segun la
localizacion geogréfica, CagA tipo occidental que consiste en la combinacién de un
motivo EPIYA-A, -B y -C (uno a 5 motivos EPIYA-C han sido identificados) este
altimo motivo es caracteristico de la proteinas CagA de cepas aisladas en paises
europeos, Sury Centro de Asia, Africa, las Américas y Australia (109, 112), mientras
la CagA tipo Este-Asiatico contiene una combinacion de motivos EPIYA-A, -B 'y -D
y es practicamente solo observada en poblaciones del Este de Asia (109) (Figura
6). El motivo EPIYA-C y -D sirve como sitio de fosforilacion primaria del CagA y son
requeridos para la unién a la SHP-2, una proteina clave que participa en la
transduccion de sefiales intracelulares procedentes de receptores para factores de
crecimiento y citocinas regulando asi las actividades celulares incluyendo la
proliferacion, la morfogénesis y la motilidad celular (117)

24



Motivos EPIYA
AB CCC

\ VI |
C
| |

O BE=OEBEO

Il Secuencia especifica CagA Occidental

[ e e =g (]
W W 3w

| Secuencia especifica CagA Este Asiaticg

CagA occidental
A B C

NNNNGLEN--EPIYAKVNKKKTGQVASPEEP. :':'AQVAKKVNAKIDRLNQAASGLGG*VGQAC*FPLKRHDKVDDLSKVGRSVS PEPIYAT IDDLGGPI* —-FPLKRHDKVDDLSEV

CagA Este Asiatico
A B D
NNNNGLENNTEPIYAQVNKKKTGQATSPEEPTIYAQVAKKVSAKIDQLNEATSATNRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASP TIDFDEANQAGFPLERSAAVNDLSKV

Figura 6. Diversidad en los sitios de fosforilacién de la tirosina de CagA. Tomada y
adaptada de Hatakeyama M. Oncogenic mechanisms of the Helicobacter pylori CagA
protein. Nat Rev Cancer. 2004;4(9):688-94.(117)

Entre los aislados occidentales, varios estudios epidemiolégicos moleculares han
indicado una correlacién entre la severidad de la enfermedad y un incremento en el
namero de motivos EPIYA-C. De hecho, en casos donde las cepas occidentales
estan asociadas con cancer gastrico, primordialmente tienen multiples motivos
EPIYA-C (118). Esto concuerda con las observaciones de Yamaoka et al (119)
quien encontrd una asociacion significativa entre los motivos EPIYA-C triplicados y
la gastritis atréfica y metaplasia intestinal en aislados de H. pylori de pacientes
colombianos. Un estudio realizado en pacientes colombianos con enfermedad
gastroduodenal encontré un riesgo para cancer gastrico significativamente mayor
para individuos infectados con cepas de H. pylori con tres repeticiones EPIYA-C
(120). Este incremento en el nUmero de repeticiones EPIYA-C puede llevar a una
alta secrecion de IL-8 (121) y una pronunciada transformacion morfologica conocida
como “fenotipo colibri” (112), resultado del incremento en los niveles de fosforilacion
del CagA y la union al SHP-2 (122) confiriendo un mayor riesgo para el desarrollo
de cancer gastrico (120). Por otra parte, las cepas de H. pylori CagA tipo Este-
Asiético conteniendo los motivos EPIYA-D han mostrado mayor afinidad por la SHP-
2 en comparacion con el motivo EPIYA-C en las cepas CagA tipo Occidental (107,
109, 123). Esto permite grandes cambios morfolégicos en las células infectadas
(109) como también un incremento en los niveles de inflamacion y atrofia (123),
explicando en parte la alta tasa de enfermedades gastricas asociadas a H. pylori en
Japon y partes de China (116). Estudios in vivo en Tailandia (124) y Japon (125)
han confirmado que la proteina CagA tipo Este-Asiatico es mas virulenta que la
CagA tipo Western en relacion a los resultados clinicos.

2.16.3 Citotoxina vacuolizante asociada al gen A (vacA)
Un gen que también esta asociado con carcinogénesis inducida por H. pylori es

vacA (101). A diferencia del gen cagA, practicamente todas las cepas de H. pylori
poseen el gen vacA, pero solo el 50-65 % producen una proteina VacA (109, 126).
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Aproximadamente el 40 % de ellas hacen la forma de alta actividad. VacA es una
exotoxina de 88-kDa que comprende dos subunidades, p33 y p55, es
especificamente adaptada al estdmago, siendo activada por el acido y luego
convirtiéndose en resistente a la degradacién por la acidez y la pepsina (28). Esta
puede inducir multiples efectos celulares, incluyendo formacion de poros en la
membrana de la célula epitelial, explicando muchos de sus efectos, incluyendo
vacuolizacion, induccion de la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial llevando
apoptosis que puede contribuir a la ruptura de la barrera epitelial (Figura 7) (102),
y por otra parte, union a receptores de membrana como el RPTPB y RPTPa (28,
109). Estudios en ratones transgénicos mostraron que estos receptores son

requeridos para la Ulcera gastrica inducida por VacA (28).
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Recientemente, efectos especificos de VacA han sido demostrados en células T in
vitro. VacA actta como un inmuno-modulador interfiriendo con la via de sefializacion
de IL-2. Especificamente VacA se une a la p2 integrina en células T, bloqueando el
flujo de calcio, y la actividad de la fosfatasa calcineurina dependiente de
Ca?*/calmodulina (128). Por lo tanto, inhibe la activacién del factor de transcripcion
NFAT el cual normalmente se transloca al nucleo y activa la transcripcion de varios
genes que estan involucrados en la respuesta inmune, entre estos los genes que
codifican IL-2 y su receptor IL-2Ra, que juegan un papel clave en la proliferacion de
las células T (102) (Figura 7). VacA también interfiere con la presentacion de
antigenos mediada por el CMH de clase Il (Figura 8). Después de insertarse en la
membrana plasmatica e internalizarse por endocitosis, llega al compartimento
endosomal tardio. Este compartimento es convertido en una gran vacuola acida por
la actividad de VacA como canal selectivo de aniones (129), lo que compromete el
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procesamiento de proteinas en epitopos en células presentadoras de antigenos
(130).

La especificidad de estos efectos implica importancia fisiologica, pero hasta ahora
ninguno ha sido demostrado in vivo (28). Por otra parte, evidencias epidemiologicas
y experimentales han demostrado una asociacion entre la produccion VacA y la
ocurrencia de dafo tisular in vivo (109), en lugar de liberacion de citocinas
proinflamatorias. Demostrando que no todos los factores de virulencia de H. pylori
incrementan el riesgo de enfermedad por aumento de los niveles de inflamacion
inducidos por H. pylori (107).

Hay una variacion considerable en la actividad vacuolizante entre las cepas,
principalmente debido a diferencias en la estructura del gen vacA. Regiones de
mayor diversidad de secuencia estan localizadas en la region 5’ que codifica el
péptido sefial y el extremo amino de la proteina madura (s1y s2) y la regién media
que codifica parte de la subunidad de union a la célula epitelial p55 (m1y m2) (28,
109). El gen vacA puede comprender cualquier combinacién de los tipos de region
sefal y media, aunque la combinacién s2m1 es muy rara. Entre los genotipos s1,
slml es téxico para un amplio rango de células epiteliales que s1m2. Aunque
ambas cepas VacA slml y slm2 pueden estar asociadas a enfermedad, los
pacientes con cancer gastrico usualmente tienen el tipo s1m1l. De forma interesante,
el genotipo vacA sl, pero no el s2 estd correlacionado con la presencia del gen
cagA (109). Sin embargo, vacA y cagA son loci separados en el cromosoma de H.
pylori, y una inactivacion por mutacion en el cagA no afecta la produccion de VacA
(101). Las cepas vacA s2m2 son practicamente no tdxicas y estan raramente
asociadas con enfermedad (109).

Todas las cepas de H. pylori del Este Asiatico son vacA s1. Dentro de los paises del
Este de Asia, el tipo m1 es predominante en Japon y Corea, mientras la prevalencia
del tipo m2 gradualmente incrementa en las partes del Sur de Asia del Este (Vietnam
y Hong Kong). La incidencia de cancer gastrico es mucho mayor en Japén y Corea
comparado con Vietnam y Hong Kong, apoyando la hipétesis que el tipo s1lml es
mas virulento que el tipo s1m2. Como se describié anteriormente, la mayoria de las
cepas del Este de Asia son cagA-positivas, y poseen el CagA tipo East-Asian. Por
lo tanto, es dificil explicar las diferencias en la incidencia de cancer géstrico entre
las poblaciones del Norte y Sur del Este de Asia por los genotipos cagA, pero es
posible por los genotipos vacA m. La prevalencia del tipo vacA s1lm2 es también
predominante en el Sur de Asia, donde la incidencia de cancer gastrico es baja,
indicando que la region s no esta directamente involucrada en la prevalencia de
cancer gastrico (109). El tipo vacA sl se puede subdividir en sla, slby slcy el tipo
ml en mla, mlb, y mlc, aunque las relaciones entre los subtipos y resultados
clinicos estan sin aclarar. El tipo vacA s1c y mlb son frecuentes en aislados de H.
pylori del Este de Asia, el tipo slay mlc son comunes en el Sur de Asia, el tipo mla
es tipico en Europa y Africa. Los subtipos sla y slb son comunes en cepas
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occidentales, y especialmente el subtipo s1lb es comun en cepas de la Peninsula
Ibérica e Hispanoamérica (109).

Recientemente, un tercer determinante polimorfico de actividad de vacuolizacion fue
localizado entre la region sefal y la region media, denominado region intermedia i
que codifica parte de la subunidad p33 (28, 109). Dos tipos de region i fueron
identificados, il y i2. Entre las cepas occidentales estudiadas, solo las cepas s1m?2
variaron en el tipo i. Aproximadamente la mitad de las cepas s1m2 occidentales
fueron genotipo 2, las cepas slml y s2m2 fueron exclusivamente il y i2,
respectivamente. En general las cepas tipo il fueron fuertemente asociadas con
adenocarcinoma gastrico en pacientes iranies (131). En contraste, cuando la region
i de 314 aislados de pacientes con dispepsia no ulcerosa, Ulcera gastrica, Ulcera
duodenal o cancer gastrico de paises del Este de Asia y Sur de Asia fueron
examinados, solo 8 % (4/52) de las cepas s1m2 fueron identificadas como i2. Dado
gue la mayoria de las cepas asiaticas fueron il y la prevalencia de cancer gastrico
es alta en el Este de Asia, pero baja en el Sudeste asiatico, no hay asociacién entre
el genotipo regién iy la evolucion clinica (109).

Como las formas activas de VacA (por ejemplo: s1/il/m1y s1/il/m2) predisponen a
enfermedad aun permanece sin aclarar. En modelos murinos, VacA ayuda a la
colonizacion, y el VacA purificado causa Ulcera péptica. En modelos in vivo
infectados con H. pylori, las cepas toxigénicas incrementan el riesgo de Ulcera y
cancer, pero VacA no es un prerrequisito. Estos efectos parecen independientes de
la inflamacion en roedores. En humanos, los tipos activos de VacA han sido
fuertemente asociados con atrofia gdastrica precancerosa e hipoclorhidria, aun
cuando se ha controlado el estado cag. Ademas, en pacientes con hipoclorhidria,
las cepas de H. pylori toxigénicas han demostrado que han sido adquiridas en la
infancia, implicando que ellas preceden y asi pueden causar atrofia. In vitro, VacA
inhibe la funcion de las células parietales, y la pérdida de células parietales es el
sello de la gastritis atréfica. Si VacA inhibe la produccion de acido directamente in
vivo y, si puede llevar a la pérdida de células epiteliales, permanece desconocido
(28).

Una posible explicacion para la distribucién de los genotipos vacA en diferentes
poblaciones y areas geogréficas, es que a través del tiempo cepas con un Unico
genotipo hayan dado origen a diversos genotipos, como resultado de adaptaciones
a un hospedero con caracteristicas y medio ambiente particulares (28).

2.17 El papel de larespuesta inmune frente a la infeccién por H. pylori

La respuesta inmune a un microorganismo especifico es multifactorial y esta
determinada por la genética del hospedero, factores ambientales (incluyendo otros
microorganismos) y el blanco de accién del propio microorganismo (28). H. pylori es
un estimulador activo de la respuesta inmune innata y adaptativa. El reconocimiento
local innato de H. pylori por las células epiteliales, se cree es un determinante
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importante de enfermedad. Hay también una fuerte respuesta inmune celular y
humoral, local y sistémica. Sin embargo, la respuesta inmune humoral no esta
involucrada en proteccién (132). H. pylori ha coevolucionado con los humanos
durante al menos miles de afios, y la condicion humana "normal" en tiempos
premodernos probablemente fue la infeccion crénica por H. pylori (107). Asi, H.
pylori parece haberse adaptado al menos parcialmente para: 1) evadir la respuesta
inmune (97), y quizas incluso manipularla por subregulacion (107), 2) evitar una
fuerte respuesta proinflamatoria, 3) generar una amplia diversidad genética
intraespecie e interespecie, y 4) un estilo de vida parcialmente intracelular (102).
Estas caracteristicas y estrategias Unicas presumiblemente ayudan a la
supervivencia y contribuyen a su extraordinaria persistencia a lo largo de la vida del
hospedero (Figura 8). Sin embargo, a pesar de esto, el componente inflamatorio de
la respuesta frente a H. pylori es importante en la enfermedad (107), se ha
propuesto que altos niveles de inflamacion puede llevar a la pérdida de la estructura
y funcién de las glandulas gastricas, y que H. pylori desaparece de los estbmagos
que han desarrollado gastritis atrofica (102), ademas, otros aspectos de la respuesta
inmune local y sistémica son fundamentales para la patogénesis (28, 107), por lo
tanto, representa un enorme desafio médico.
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2.17.1 Respuesta inmune innata a H. pylori

La colonizacion por H. pylori en la mucosa gastrica desencadena mecanismos
innatos de defensa del hospedero, incluido Nod1, estimulando asi la expresion de
factores proinflamatorios y antibacterianos por parte de las células epiteliales
gastricas (133). Esta primera linea de defensa produce gastritis y H. pylori también
estimula respuesta inmune innata de las células infiltrantes, que pueden influir
posteriormente en la densidad de colonizacion bacteriana, el nivel de inflamacion y
también la generacion de la respuesta inmune adaptativa (134). La respuesta innata
es, por lo tanto, un determinante central de la gravedad de la enfermedad y un
mediador importante en la carcinogénesis gastrica (107).

Los mecanismos innatos frente a la infeccién por H. pylori dependen en gran medida
del reconocimiento de patrones moleculares asociados patdogenos (PAMP) por parte
de los receptores para reconocimiento de patrones presentes en las células
epiteliales. Nod1, es un receptor intracelular clave que reconoce un componente del
peptidoglicano principalmente en cepas de H. pylori cagA-positivas. Otro importante
receptor de reconocimiento innato de H. pylori son los receptores tipo toll (TLR2,
TLR4, TLR5 y TLR9) (135). El lipopolisacarido bacteriano (LPS), generalmente es
reconocido por TLR4 y esto desencadena una respuesta proinflamatoria robusta.
Sin embargo, se ha observado que las células epiteliales del estobmago, y las lineas
de células epiteliales géastricas no reaccionan al LPS de H. pylori (136). Las
diferencias en los perfiles de expresién de TLRs en lineas celulares de epitelio
gastrico han complicado aiin mas la investigacion en esta area, y los patrones de
expresion de TLRs en el epitelio gastrico humano in vivo suelen variar segun el
estado de la enfermedad (137). Adicionalmente, se ha informado que el
reconocimiento de H. pylori por TLR5 es diferente del observado con otros
patdgenos Gram-negativos, la flagelina de H. pylori no estimula la sefalizacion a
través de TLR5 (138).

Las citocinas y quimiocinas secretadas por las células del epitelio gastrico tras el
reconocimiento de la bacteria y otros componentes bacterianos estimulan la
migracion de granulocitos, monocitos y linfocitos hacia la mucosa inflamada. Altas
densidades de células infiltrantes se han asociado con una mayor severidad de la
inflamacion (139). Diferentes aislados clinicos de H. pylori cagA-positivo varian en
su capacidad para inducir la expresion de citocinas proinflamatorias, por lo que otros
factores bacterianos deben estar involucrados. Meyer et al (140) demostré que la
ureasa fue un potente estimulador de la secrecion innata de IL-12, IL-10 e IFN-y en
células mononucleares de sangre periférica (por sus siglas en inglés PBMCs).

La fagocitosis es un importante mecanismo inmunitario innato, pero H. pylori puede
evadirla parcialmente. Una gran proporcién de bacterias fagocitadas parecen
sobrevivir dentro de fagosomas que se fusionan para convertirse en megasomas y
pueden proporcionar un nicho intracelular que contribuye a la persistencia de la
infeccion (141). La ureasa y posiblemente el cag PAI, pero no VacA estan
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involucrados en la formacion de megasomas y supervivencia de H. pylori (142). La
bacteria también evade la muerte mediada por fagocitos alterando la actividad de la
NADPH oxidasa que cataliza la conversion de oxigeno molecular en aniones
superoxido, resultado en la liberacion extracelular de ROS en lugar de su
acumulacion dentro de los fagosomas. Sin embargo, se produce una considerable
liberacion de ROS, pero las bacterias sobreviven al neutralizarlo, a través de su
actividad de catalasa (143). H. pylori también inhibe la produccion de éxido nitrico
(NO) en los macrofagos activados a través de su enzima arginasa, la cual esta
asociada con el desarrollo de la envoltura bacteriana, y compite con NOS2 por el
sustrato L-arginina, y lo convierte en urea y L-ornitina en lugar de NO (Figura 8)
(144).

2.17.2 Respuesta inmune celular a H. pylori

La respuesta celular desempefia un papel importante en la eliminacion de H. pylori
como en la patogénesis en modelos animales (145), y es probable que desempefie
un papel en la patogénesis en humanos. En los humanos, la respuesta de las
células T a H. pylori estd dominada por linfocitos T cooperadores tipo Thl y una
profunda activacion de macréfagos en la mucosa gastrica (Figura 8) (146). Las
células Thl producen IFN-y, y este tipo de respuesta se asocia con la expresion de
citocinas proinflamatorias, como TNF-q, IL-12 e IL-18. Los macro6fagos activados en
presencia de citocinas tipo 1, secretan factores proinflamatorios y tienen una
actividad bactericida mejorada en comparacion con los macréfagos activados en
presencia de citocinas Th2. El nimero de células secretoras de IFN-y en la mucosa
gastrica humana infectada se ha correlacionado con la gravedad de la gastritis
(147). El propio IFN-y parece ser un mediador clave, en ratones, incluso en ausencia
de infeccién por H. pylori, induce lesiones preneoplasicas como atrofia, metaplasia
y displasia, aunque la infeccion potencia este efecto. En los seres humanos, las
respuestas Th son menos polarizadas que en los ratones, y los pacientes con
Ulceras pépticas tienen respuestas gastricas Thly Th2 mas fuertes frente antigenos
de H. pylori en comparacion con los pacientes colonizados sin Ulceras (148). A nivel
poblacional, la respuesta de la subclase IgG a H. pylori sugiere una polarizacion
hacia un perfil Th2 en algunas regiones de Africa en contraste al predominante perfil
Th1l observado en Jap6n y Reino Unido, lo que posiblemente contribuye a la menor
prevalencia de la enfermedad en Africa (149).

Para persistir, H. pylori debe evadir la respuesta inmune, y la persistencia es
esencial para la patogénesis. H. pylori coloniza de forma superficial a la capa de
células epiteliales, y los efectores inmunes pueden no acceder facilmente y
funcionar en el nicho de moco gastrico. El propio H. pylori produce factores de
virulencia claves como VacA que disminuyen la activaciéon de las células T (150).
Sin embargo, el principal mecanismo fisiolégico en humanos para controlar las
respuestas Th es a través de los linfocitos T reguladores (Tregs) (28). Mdltiples
investigaciones demuestran que H. pylori puede inducir una respuesta de linfocitos
Treg para suprimir la respuesta inmune e inflamatoria, y asi mantener una
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colonizacién crénica. Células T CD4*CD25" expresando FOXP3 y altos niveles de
IL-10 y TGF-B se han encontrado en la mucosa gastrica de individuos infectados
por H. pylori (150). Ademas, los Treg suprimen la produccion de IL-8 por parte de
las células epiteliales y la respuesta de células T de memoria frente antigenos de
H. pylori (30). Los ratones deficientes de IL10 desarrollan una gastritis local intensa
después de la infeccion con especies de Helicobacter y luego eliminan la infeccion,
mostrando la importancia de esta citocina para controlar la inflamacion y promover
la persistencia (28). Es importante destacar que los pacientes con Ulcera péptica
tienen menos Tregs en mucosa gastrica en comparacion con los pacientes
infectados por H. pylori sin Glceras (148). En general existe un amplio acuerdo que
los Treg modulan la respuesta humoral y celular. De hecho, se ha demostrado que
H. pylori inhibe la respuesta inmune a infecciones virales concurrentes (151, 152).
También se ha informado una incidencia reducida de afecciones alérgicas en
individuos infectados con H. pylori (153). Por lo tanto, es posible que los linfocitos
Treg inducidos por H. pylori jueguen un papel inmuno-regulador sistémico.

2.18 El equilibrio dinamico entre H. pylori y su hospedero

H. pylori es capaz de enviar y recibir sefiales desde el epitelio gastrico, permitiendo
al hospedero y la bacteria estar ligados en un equilibrio dindmico. El equilibrio es
diferente para cada individuo colonizado, basado en las caracteristicas bacterianas
y del hospedero, lo cual puede explicar porque ciertas cepas de H. pylori aumentan
el riesgo de carcinogénesis. Por ejemplo, las cepas cagA-positivo inducen una
intensa respuesta inflamatoria que involucra la produccion de IL-8. Esto conduce a
una mayor produccion de IL-1B y TNF-a que reduce la produccion de acido por las
células parietales, especialmente en hospederos con polimorfismos que promueven
altos niveles de expresioén de estas citocinas (101).

Esta combinacion de cepas y factores del hospedero resulta en una menor acidez
gastrica (aumento de pH gastrico) en comparacién con las personas infectadas con
cepas cagA-negativo o con polimorfismos que no permiten alta expresion de IL-1
y TNF-a. Sin embargo, la transcripcion de cagA se reduce cuando el pH se
incrementa, y el estimulo bacteriano al hospedero disminuye, creando un bucle de
retroalimentacion negativa que conduce hacia el equilibrio. Como las cepas cagA-
positivo y cagA-negativo pueden coexistir y recombinarse dentro del mismo
hospedero, el porcentaje de cepas cagA-positivo probablemente varie con el
tiempo, afectando este equilibrio (101).

Los niveles de proliferacién celular en mucosa estan directamente relacionados a la
intensidad de la inflamacion, esta es aumentada por las cepas cagA-positivo. La
habilidad de H. pylori en conjunto con los mediadores inflamatorios para inducir o
atenuar la apoptosis puede también contribuir a la alteracion de la renovacion
celular. Una respuesta inflamatoria aumentada inducida por cepas cagA-positivo en
el cuerpo gastrico, conduce a la disminucion en la produccion de &acido
(hipoclorhidria), permitiendo el sobrecrecimiento de bacterias sensibles a pH,
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conversion de N-nitrosaminas ingeridas a nitratos, y un incremento en el riesgo de
cancer gastrico distal. Asi, el riesgo de cancer gastrico es la suma de la naturaleza
polimorfica de la poblacion bacteriana en el hospedero, el genotipo del hospedero 'y
la exposicion ambiental (ingesta de nitratos), cada uno afecta el nivel del equilibrio
(101).

2.19 Coinfeccion por H. pylori y M. tuberculosis

Dada la alta prevalencia de infeccidn por H. pyloriy M. tuberculosis, se han realizado
varios estudios para determinar cualquier asociacion entre estas infecciones. Sin
embargo, los resultados encontrados son contradictorios. Mientras en algunos
estudios no se observa asociacion, otros sugieren que H. pylori podria ser un factor
de riesgo o un factor protector para el desarrollo de TB. La Tabla 1 resume los
resultados de un estudio transversal y dos estudios de casos y controles, donde se
examino la relacion entre las infecciones por H. pylori y M. tuberculosis. En general,
no se encontré ninguna asociacion probablemente debido al tamafio limitado de la
muestra. Otros factores limitantes en estos estudios son los siguientes: 1) El
enfoque principal esta en la tuberculosis activa cuando solo representa una pequefia
proporcion (20 %) de la infeccion por M. tuberculosis, 2) El uso Unicamente de la
serologia para clasificar la infeccién por H. pylori no permite distinguir entre una
infeccion activa y pasada, y tiene una sensibilidad y especificidad menor en
comparacion con la histopatologia, y 3) la falta de genotipificacion de H. pylori para
determinar la virulencia, lo cual es importante, dado que las cepas cagA+/vacA
s1lml inducen una mayor respuesta inmune e inflamatoria en comparacion con las
cepas cagA-/lvacA s2m2. Por lo tanto, una posible asociacion entre estas
infecciones podria estar enmascarada.
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Tabla 1. Estudios in vivo que no muestran asociacion entre la infeccion por H. pylori y M. tuberculosis

Autor, afio Ubicacién Tipo de Poblacién de Media | Exposicion Principales hallazgos en relacion a H. pylori
(referencia) estudio estudio Edad Mtb
Sanaka, Japan Casos y Grupo I: 40 52 Baciloscopia | No se observaron diferencias en la seroprevalencia de H. pylori entre los sujetos
1998 (154) controles tratamiento TB Cultivo control (73.3 %), el grupo | (65 %) y el grupo Il (69.8 %) (p> 0.05). Mientras una
<3m 57 Radiografia | diferencia en los niveles IgG especificos para H. pylori se observé entre los
Grupo IlI: 43 de torax sujetos control y el grupo | (p=0.002), pero no se encontraron diferencias entre
Tratamiento TB 56 los sujetos control y el grupo Il (p=0.03).
>3 m
Controles:
60 sin TB
Tsang, 1998 | Hong Kong Casosy 87 TB 57 Baciloscopia | No se observaron diferencias en la seroprevalencia de H. pylori y los niveles de
(155) controles 94 Controles 54 Radiografia | 1gG especificos para H. pylori entre los sujetos control y los pacientes con TB
de toérax (543 % vs 529 %; p=0.852 y 29.1 U/ml vs 24.7 U/ml, p=0.452,
respectivamente).
Torres, 2003 | Lima, Peru Corte 78 PPD+ 35 PPD+ La tasa de reactividad a la tuberculina fue del 61 %. No se observé diferencia
(35) transversal 50 PPD- 210 mm en la seroprevalencia de H. pylori entre los sujetos tuberculina-negativos y

tuberculina-positivos (80 % vs 86 %, respectivamente, p=0.379). Después de
ajustar la edad, el hacinamiento en el hogar, la presencia de agua corriente a
los 5 afios, consumo de cigarrillo y el uso de antibiticos, tampoco se encontrd
asociacion entre la seroprevalencia de H. pylori y la reactividad a la tuberculina

(p=0.7).
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En contraste, en la Tabla 2 se presentan los datos de seis estudios en los que se
encontrd una asociacion entre la infeccion por M. tuberculosis y H pylori. Para los
tres primeros estudios, se evidencia una asociacion entre H. pyloriy el desarrollo de
TB. Algunos autores han sugerido que el acido gastrico actia como una barrera que
previene que las micobacterias ingeridas prosperen, dado que el crecimiento de las
micobacterias disminuye significativamente por debajo del pH 5 (156). Limitando la
posibilidad de regurgitacion y aspiracion desde el estbmago a los pulmones (35).
Desde este punto de vista, la inflamacién inducida por H. pylori que conduce a
hipoclorhidria y atrofia podria aumentar el riesgo de infeccion por M. tuberculosis.
No obstante, esto es una hipoétesis. Otros estudios han observado un aumento en
el riesgo de desarrollar tuberculosis debido a una gastrectomia parcial o vagotomia
como tratamiento para la Ulcera péptica (36, 157), mediada por la alteracion en los
niveles de acido clorhidrico. En cualquier caso, dado que la principal via de
adquisicién de los bacilos tuberculosos es por inhalacion de aerosoles seria poco
probable que las micobacterias ingeridas asciendan del estbmago al pulmén e
induzcan tuberculosis activa (57).

En tres estudios realizados por Perry et al (20, 33), se encontré que la coinfeccion
con H. pylori incrementé la respuesta inmune protectora contra la infeccién por M.
tuberculosis (Tabla 2). Sin embargo, todavia no se han superado algunas
limitaciones en estos estudios, como una mejor discriminacion de los casos de TB
(latente o activa) y H. pylori (infeccién pasada o activa).

2.20 Coinfeccion por H. pylori, helmintos y M. tuberculosis

Hasta la fecha, solo un estudio epidemiolégico ha evaluado el efecto de la
coinfeccién por H. pylori y helmintos sobre la respuesta inmune a M. tuberculosis
(33). En este estudio, se incluyeron 176 adultos refugiados en los EEUU
procedentes de paises endémicos para TB (Tabla 2), y se encontr6 que los
individuos coinfectados con H. pylori tenian niveles significativamente altos de IFN-
Yy, mientras los individuos coinfectados con H. pylori y helmintos tenian niveles
elevados de IFN-y, IL-2, IL-13, e IL-5. Como se ha evidenciado previamente, la
coinfeccién por H. pylori o helmintos en individuos infectados con M. tuberculosis se
ha asociado con una respuesta inflamatoria (20) o inmunosupresora (158),
respectivamente. Sin embargo, en una infeccién mixta, los individuos presentan una
respuesta inmunitaria Thl + Th2 tipica frente antigenos de M. tuberculosis, donde
la respuesta Thl parece ser mas pronunciada. Estos efectos han sido reportados
previamente en poblaciones de paises en desarrollo (24). Sin embargo, estos
hallazgos pueden estar condicionados por 1) la heterogeneidad genética de los
participantes que provienen de diferentes poblaciones, 2) factores ambientales no
especificos que pueden afectar la regulacion de la respuesta inmune a infecciones
cronicas especificas de cada area geogréfica, 3) el tipo de helminto coinfectante, y
4) el genotipo de H. pylori (cepas de alta o baja virulencia). En conjunto, se requieren
mas estudios para evaluar estos efectos en poblaciones endémicas de paises en
desarrollo.
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Tabla 2. Estudios in vivo que muestran una asociacion entre la infeccion por H. pylori y M. tuberculosis.

Autor, afio Ubicacién Tipo de Poblacién de Media Exposicion Principales hallazgos en relacion a H. pylori
(referencia) estudio estudio Edad Mth
Mitchell China Corte 1727 individuos 1-50 Cuestionario | La prevalencia de infeccion por H. pylori fue de 44.2 %. La seroprevalencia
1992 (37) transversal de H. pylori en el area urbana fue significativamente diferente del area rural
(52.4 % vs 38.6 %, p<0.05 respectivamente). La prevalencia de H. pylori se
asoci6 con un antecedente de tuberculosis pulmonar (p= 0.087).
Woeltje Missouri, Cohorte no 279 pacientes 17-91 | PPD+ 210 mm | La tasa de reactividad a la PPD fue del 6.8 %. Se encontr6 que un
1997(34) EEUU cegada Radiografia de | antecedente de Ulcera péptica por H. pylori se asocio con la positividad en
térax la prueba de tuberculina (p= 0.017).
Philippou, Atenas, Casosy Media Baciloscopia, | La seropositividad para H. pylori y los niveles IgG especificos para H. pylori
2003 (36) Grecia controles 80 TB 55 Cultivo y en el grupo TB fueron més altos que en los sujetos control (87.5 % vs a 61.4
70 Controles 57 Biopsia de %; p=0.02 y 39.0 U/ml vs a 26.1 U/ml, p=0.001, respectivamente).
sanos pulmon
Perry, 2010 California Corte 97 LTBI+ 3-80 PPD+ =210 mm | Latasa de reactividad ala PPDy QFT fue del 24 % (82/339) y 14 % (48/339),
(20) EEUU transversal 242 LTBI- y QFT respectivamente. La seropositividad para H. pylori fue mayor en los
>0.35 IU/ml individuos LTBI positivos en comparacion con los individuos sin LTBI (46 %
frente a 22 %; p=0.001). Ademas, los sujetos con LTBI/H. pylori-positivo
presentaron respuestas IFN-y frente antigenos de Mtb 1.5 veces més altas
(p=0.04) y un mayor perfil de citocinas Thl (IFN-y, IL-2, TNF-qa, IP -10)
comparado con aquellos que fueron LTBI/H. pylori-negativo.
Perry, 2010 Gambiay Casosy 120 caso Indice 6-70 Baciloscopia, | Los casos Indice de TB fueron significativamente menos propensos a
(20) Karachi contacto 37 caso Incidente Cultivo, infectarse por H. pylori en comparacion con los contactos domésticos que
513 no progresor Radiografia de | permanecieron libres de enfermedad (49 % vs 66 %, p=0.005). La
térax seroprevalencia de H. pylori no vario entre los casos de incidentes y los no
PPD+ 210 mm | progresores (73 % vs 66 %, p=0.44).
Perry, 2013 California Corte 176 adultos 18-55 QTF-GOLD La tasa de reactividad al QFT fue del 22 %. La seropositividad para H. pylori
(33) EEUU transversal refugiados en 20.35 IU/ml en sujetos LTBI positivo fue mayor que en sujetos LTBI negativo (66 % vs
EEUU de los 46 %; p=0,03). La coinfeccion por H. pylori se asoci6 con niveles mas
cuales 38 fueron elevados de IFN-y (p=0.03) en comparacion con los sujetos con LTBI
LTBI+ solamente, mientras que la infeccion concurrente con H. pylori y helmintos
(10 Hp-/Hel- se asoci6 con niveles mas altos de IFN-y, IL-2, IL-5, IL-13 y TNF-a frente
16 Hp+/Hel- antigenos de M. tuberculosis (p<0.05).
3 Hp-/Hel+
9 Hp+/Hel+)

Hp: Helicobacter pylori; Hel: Helmintos; QFT-GOLD: QuantiFERON-TB GOLD
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

1. Estudiar el efecto de la coinfeccion por H. pylori sobre la respuesta inmune
especifica a M. tuberculosis entre individuos con infeccion tuberculosa latente
en la ciudad de Cali (Valle del Cauca).

3.2 Objetivos especificos

1. Estimar la prevalencia de la infeccion tuberculosa latente en una poblacion de la
ciudad de Cali e identificar los factores asociados con un resultado positivo en la
prueba de la tuberculina empleando dos puntos de corte 210 mm y =15 mm.
Hipotesis 1: Si hay una alta incidencia de TB activa en Cali, se espera encontrar
una alta prevalencia de TB latente y factores asociados.

2. Determinar la frecuencia de la coinfeccion por H. pylori e identificar los factores
asociados con la atrofia gastrica en individuos con infeccion tuberculosa latente.
Hipdtesis 2: Si la prevalencia estimada de infeccion por H. pylori es superior al
70 % en paises en desarrollo, y cerca del 20 % de los individuos desarrolla
manifestaciones clinicas severas, en el contexto de una infeccién concurrente
con M. tuberculosis donde hay una produccion de TNF-a e IFN-y necesaria para
contener la infeccion, se espera encontrar una alta frecuencia de infeccién por
H. pylori y de lesiones precursoras de cancer gastrico (atrofia) producto de la
sobreproduccion de TNF-a e IFN-y que exacerba la inflamacion.

3. Evaluar el efecto de la infeccidén simultanea con H. pylori y su virulencia sobre la
respuesta inmune frente antigenos especificos de M. tuberculosis en individuos
con infeccion tuberculosa latente.

Hipotesis 3: Si la infeccion por H. pylori induce una fuerte respuesta celular
Th1/Th17 a nivel local y sistémico gue puede actuar indirectamente (efecto
espectador) contra otras infecciones en el hospedero, v esta respuesta es mas
pronunciada en infecciones con cepas de alta virulencia (cagA+/vacA siml).
Se espera que los PBMCs obtenidos de individuos LTBI coinfectados por H.
pylori produzcan altos niveles de citocinas proinflamatorias (IFN-y, [L-12, TNF-
a, IL-1B, e IL-17) en respuesta antigenos de M. tuberculosis, con una respuesta
mas marcada en aislados de alta virulencia.
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4 CAPITULO 1. PREVALENCIA Y FACTORES ASOCIADOS CON INFECCION
TUBERCULOSA LATENTE EN CALI, COLOMBIA

La tuberculosis representa un importante problema de salud en Colombia, su control
esta enfocado en la basqueda de contactos y tratamiento de casos confirmados
sobrestimando el papel de la infeccion tuberculosa latente (LTBI) como reservorio
de M. tuberculosis. La verdadera carga de LTBI en Colombia se desconoce. Con el
objetivo de estimar la prevalencia de LTBI, y conocer los factores asociados. Se
realizd un estudio de corte transversal en individuos que asistieron al servicio de
consulta externa en cuatro centros de atencion en salud de la ciudad de Cali. La
poblacién de estudio incluyo individuos entre 14-70 afios quienes respondieron un
cuestionario evaluando su historial médico, datos sociodemogréficos y estilos de
vida. Se excluyeron los participantes que presentaban enfermedades crénicas y
condiciones inmunosupresoras. El estado LTBI se baso en la positividad a la PPD
empleando dos umbrales: 210 mm (PPD-10) y 215 mm (PPD-15). La magnitud de
las asociaciones fue evaluada mediante regresion logistica y un modelo lineal
generalizado. 589 individuos fueron incluidos con una positividad PPD de 25.3 %
(PPD-10) y 13.2 % (PPD-15). La regresion logistica mostré que la edad en un rango
de 40-69 afios, el género masculino, la situacion laboral, y un bajo consumo de
alcohol incrementaron la oportunidad de presentar un resultado positivo en la PPD,
mientras residir en la zona (norte y ladera) junto con estudios de secundaria
disminuyeron esta oportunidad. En apoyo a estas observaciones, el modelo lineal
generalizado mostrd que las anteriores variables incluido un bajo indice de masa
corporal (IMC) tuvieron un efecto sobre el diametro de la induracién en la PPD.
Estos datos sugieren que la prevalencia de LTBI en nuestra poblacion es moderada
en comparacion con la prevalencia del 11 % estimada para la region de las
Américas, reflejando indirectamente la transmision continua de M. tuberculosis. Los
factores sociales parecen jugar un papel determinante en la oportunidad de adquirir
la infeccion tuberculosa latente en la ciudad. Siendo los hombres mayores de 40
afos, laboralmente activos, con bajo nivel académico, bajo consumo de alcohol y
con exceso de peso, un grupo de riesgo a priorizar para el tratamiento profilactico
de LTBI como estrategia para el control y la erradicacién de la TB en Cali.
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4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Disefio del estudio

Este estudio de corte transversal basado en la comunidad, fue realizado entre el 27
septiembre del 2016 al 1 de diciembre del 2017 en Cali, Colombia. Un centro
industrial y comercial en el suroccidente colombiano con una poblacién de
2.394.925 habitantes. La incidencia de tuberculosis para Cali en el 2016 fue 41
casos por 100.000 habitantes con una mortalidad anual de 90 a 100 personas (66).
Los participantes del estudio fueron reclutados en tres hospitales de primer nivel de
complejidad (Hospital Joaquin Paz Borrero, Hospital Cafaveralejo, Hospital
Primitivo Iglesias) y un hospital de segundo nivel (Hospital San Juan de Dios con
capacidad de 176 camas) distribuidos estratégicamente en 3 diferentes zonas de la
ciudad (norte, ladera y centro).

4.1.2 Participantes y recoleccion de datos

Los participantes fueron reclutados en el servicio de consulta de cada hospital. 1079
voluntarios con edades comprendidas entre los 14-70 afios completaron un
cuestionario en papel que incluyé preguntas demogréficas, socioecondémicas,
estilos de vida e historial clinico (Anexo 1) proporcionado por enfermeras
capacitadas con el fin de conocer si cumplian con los criterios de participacion en el
estudio, y verificar la coherencia de la informacion suministrada. Asumiendo una
prevalencia de LTBI del 42.7 % estimada en poblacion fuente de Medellin (159),
otra ciudad de Colombia con una incidencia de TB (50 casos por 100.000
habitantes) similar a Cali (160), un nivel de confianza del 95 %, una precision del 4
%, y 10 % de tasa de no respuesta, el tamafio de la muestra calculado fue de 647
individuos. Se excluyeron los participantes que presentaron enfermedades cronicas
(hipertension, diabetes y cancer), antecedentes de tuberculosis, tos recurrente
acompafiada de pérdida de peso sin explicacion, cardiopatias, enfermedad
avanzada del higado, y condiciones inmunosupresoras (infeccion por VIH/SIDA,
antecedentes de trasplantes y lupus), mujeres en embarazo y lactando. Bajo estos
criterios, se seleccionaron 629 (58.3 %) participantes pertenecientes al régimen
subsidiado de salud y residentes (minimo 1 afio) en la ciudad, quienes se
sometieron a la prueba cutdnea de la tuberculina. Pasadas 48 a 72 horas de la
aplicacion, 606 (96.3 %) participantes retornaron para la medicion e interpretacion
de la induracion. Posteriormente, se excluyeron 5 individuos por pertenecer a un
estrato socioecondmico alto, y otros 12 individuos por estar adscritos a centros de
salud pertenecientes a otras zonas de la ciudad. De esta forma 589 participantes
fueron seleccionados para continuar en el estudio (Figura 9). El consentimiento
informado (Anexo 2) y asentimiento fue obtenido para todos los adultos y
adolescentes participantes, respectivamente. Este estudio contd con aval del comité
de ética de la Universidad del Valle (CIREH) (Anexo 3).
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____________________ I
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lectura PPD lectura PPD
23 606

Exclusién por alto Cumplierén criterios
estrato socioeconémico socioeconémicos

|
|
|
|
|
|
|
i

601
) [
I | ) |
| Exclusién por atencién medica | Cumplieron criterios para
| en otros centros médicos | clasificacion de infeccidn
| |
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Mtb infectado Mtb no infectado
PPD =10 mm 149 (25.3%) PPD <10 mm 440 (74.7%)
I
_____________ | I 1
| Renuncia al H Individuos dispépticos
i estudio i sometidos a endoscopia
| 55 ! 94
e e e ]
[ ! 1
H. pylori- H. pylori+
16 (17%) 78 (83%)
I 1|

14 (87.5%) 17 (21.8%)

Estudio perfiles de citoquinas
Figura 9. Diagrama de flujo para la captacion, valoracién y diagnostico clinico de
infecciones en la poblacién de estudio.

Las variables empleadas en la presente investigacion son descritas en el Anexo 4.
El hacinamiento fue definido como mitigable segun el DANE (161), considerando
los hogares que habitan en viviendas con mas de tres a menos de cinco personas
por cuarto. El antecedente de vacunacion con el Bacillus Calmette-Guérin (BCG) se
evalué mediante inspeccion visual de la cicatriz. Nivel social (estrato) se refiere a
una clasificacion basada en las caracteristicas de los inmuebles residenciales, la
disponibilidad o no de servicios publicos y el entorno urbano, definido en 3 niveles:
1 bajo-bajo, 2 bajo y 3 medio-bajo dado que se trabajé con poblacién subsidiada.
Historia de tabaquismo fue definido como consumo de tabaco en los ultimos 6
meses consecutivamente. Consumo de alcohol fue estratificado en 4 niveles: alto
(consumo entre 350-750 mL = 4 veces/semana), moderado (consumo entre 250-
750 mL 2-3 veces/semana), bajo (consumo entre 50-100 mL 1 vez/semana) y no
consumidor. Ejercicio fue definido como SI (realiza actividad fisica siempre o0 = 3
veces /semana), NO (nunca realiza actividad fisica o < 2 veces/semana). El indice
de masa corporal (IMC) fue clasificado como delgadez (<18.5 kg/m?), peso normal
(218.5 a 24.9 kg/m?), sobrepeso (225 a 30 kg/m?) y obesidad (230 kg/m?) de acuerdo
a la clasificacion propuesta por la OMS (162). La situacion laboral se categorizd
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como trabajador activo (empleado e independiente) y desempleado (ama de casa,
estudiante y pensionado).

4.1.3 Pruebacutaneade latuberculina

Cinco unidades de tuberculina PPD Mammalian® (BB-NCIPD Ltd., Sofia, Bulgaria)
en 0.1 mL fueron inyectadas intradérmicamente en la cara anterior del antebrazo
izquierdo de cada participante por una enfermera. El diametro transversal de la
induracion fue medido 48-72 horas después, usando la técnica estandar de Mantoux
(163).

4.1.4 Determinacién de la infeccion latente por M. tuberculosis

Dos diferentes umbrales fueron considerados para un resultado PPD positivo. Una
induracion de 10 mm o mas (PPD-10) y una induracién dependiente del estado BCG
que para los participantes vacunados fue positiva a 15 mm o mas (PPD-15)
conforme a las guias actuales del CDC (59). Dado que las acciones de vacunacion
en Colombia tienen sus inicios en la década de los 60, y la aplicacién regular de la
BCG se intensificé a partir de la década de los 70 como parte de las estrategias de
salud publica contra las enfermedades prevenibles definidas por la OPS/OMS (164).
En el andlisis primario, si se desconocia el estado BCG, se asumi6é que los
participantes habian sido vacunados (consistente con las recomendaciones
internacionales) (165).

Todos los participantes con un resultado positivo en la prueba cutanea de la
tuberculina se les practicdé una radiografia toracica antero-posterior y lateral
estandar de acuerdo al algoritmo diagndstico para TB latente en Colombia (166). La
LTBI fue definida como un resultado PPD+ en ausencia de sintomas respiratorios
de TB y hallazgos radioldgicos normales. Se sospechd TB activa si los individuos
presentaban anormalidades radiolOgicas, tos crénica (mas de 3 semanas), pérdida
de peso, sudoracién nocturna y fiebre. Todos los casos con sospecha de TB fueron
excluidos y remitidos al programa de tuberculosis de cada institucion para el inicio
de tratamiento antibiético. Los individuos con tuberculosis latente no recibieron
tratamiento profilactico. Actualmente, el programa de control de la tuberculosis en
Colombia no tiene una politica para ofrecer terapia preventiva con isoniazida (IPT),
excepto en individuos VIH+ y nifios menores de 5 afios contacto de personas
tuberculosas (167).

415 Plan de andlisis

Inicialmente se realizé un analisis univariado, y se comprobdé la normalidad de los
datos cuantitativos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, encontrandose que
no se distribuian en forma normal, por lo que se recurri6 a la estadistica no
paramétrica. Durante el analisis bivariado para datos independientes, las variables
continuas se describieron como promedios con su respectiva desviacion estandar,
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y las variables categoricas como proporciones. Para estudiar las asociaciones entre
las variables independientes y el didmetro de la induracién, se empled la prueba U
de Mann-Whitney o una ANOVA de Kruskal-Wallis. Adicionalmente, se realizaron
comparaciones multiples para las variables con mas de dos categorias empleando
la prueba de Dunn con un ajuste de los valores de significancia mediante la
correccion de Bonferroni.

Para estudiar las diferencias entre cada una de las variables independientes y la
presencia de infeccion tuberculosa latente, se emple6 una prueba de X2 o prueba
exacta de Fisher con su correspondiente razén de ventajas (OR) y los intervalos de
confianza al 95 %. Modelos de regresion logistica multivariada y lineales
generalizados se emplearon para evaluar el efecto de las variables independientes
sobre la variable de respuesta: positividad a la PPD y diametro de la induracién en
la PPD, respectivamente. Basado en la evidencia descrita en la literatura publicada,
todas las variables del andlisis bivariado fueron introducidas en los analisis
multivariados. Para la introduccion de variables en el modelo de regresion logistica
se empled el método Backward: Wald controlando cada uno de los factores para
encontrar los predictores que mejor explicaran la variable dependiente. La seleccion
de predictores dentro del modelo, se realizé utilizando los criterios de probabilidad
(entrada p < 0.05, salida p 20.10).

Para el modelo lineal generalizado se emple6é un modelo personalizado con una
distribucion normal y una funcion de vinculo de identidad. EI modelo se construyé
mediante el método efectos principales, y las estimaciones de parametros para
seleccionar el mejor modelo se calcularon empleando el método de maxima
verosimilitud acompafado de un estimador robusto de la varianza. Los coeficientes
B reportados fueron estandarizados. Para todos los modelos, se realizé un analisis
de remuestreo con reemplazo para 5000 muestras que permiti6 comparar las
medidas de efecto obtenidas en el modelo original con el modelo remuestreado. Los
analisis fueron desarrollados con el paquete estadistico SPSS 24.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, Estados Unidos) y GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc., San
Diego, CA, Estados Unidos).
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Caracteristicas socio-demogréficas y estilos de vida de la poblacién
participante

589 individuos cumplieron estrictamente los criterios de inclusion y exclusion para
una tasa de respuesta de 54.6 % (Figura 9). Como se observa en la Tabla 3, la
edad se clasificO en 6 grupos a partir de 19 hasta 70 afos. El 55.2 % de los
participantes se encontraban en el rango de 40-59 afios y la edad promedio fue de
43.8 + 13.2 afios. Las mujeres constituyeron el 80 % de la poblacion total. La
distribucion de los individuos en los 3 niveles sociales evaluados fue homogénea
(~30 %). Solo 5.4 % de los participantes reportaron condiciones de hacinamiento.
El 63.5 % de los participantes habian cursado estudios de secundaria, y 56 % se
encontraban en situacion de desempleo. Mas de la mitad (56.7 %) de los
participantes habitaban en la zona norte de la ciudad. El 69.9 % no realiza actividad
fisica regular y mas de la mitad de la poblacion evaluada presenta sobrepeso y
obesidad (54.5 %). EI 84.9 % de los participantes manifiesta no tener antecedentes
de tabaquismo o consumo actual de cigarrillo, y el 87.1 % no consume alcohol.
Como antecedentes clinicos se observo que una baja proporcion (9 %) de los
individuos no presentaba cicatriz BCG visible.

Tabla 3. Prevalencia de LTBI empleando dos puntos de corte (10 mm y =215 mm) segun
caracteristicas socio-demogréficas y del comportamiento en la poblacién de estudio, y su
asociacion con el didmetro en la prueba de tuberculina (n= 589).

Caracteristica n (%) PPD-10 PPD-15 PPD milimetros
% % Media DS p

Edad
14-19 31(5.3) 6.5 6.5 3.42 4.20
20-29 74 (12.6) 13.5 5.4 415  4.76
30-39 96 (16.3) 22.9 11.5 5.32 5.63 0.000
40-49 145 (24.6) 31.0 13.8 6.95 6.73
50-59 180 (30.6) 26.7 16.7 6.87 7.01
60-69 63 (10.7) 34.9 17.5 8.05 7.82
Género
Masculino 118 (20.0) 33.9 17.8 7.03 6.81 0.267
Femenino 471 (80.0) 23.1 12.1 6.04 6.49
Estrato
1 212 (36.0) 22.6 9.4 5.83 5.59
2 198 (33.6) 23.2 15.2 5.97 6.63 0.251
3 179 (30.4) 30.7 15.6 7.03 7.46
Hacinamiento
> 3 persona/cuarto 32 (5.4) 25.0 15.6 6.06 6.04 0.766
< 3 persona/cuarto 557 (94.6) 25.3 13.1 6.25 6.60
Educacion
Primaria 215 (36.5) 32.1 18.6 7.58 7.32 0.001
Secundaria 321 (54.5) 21.5 10.6 5.52 6.07
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Post-secundaria 53 (9.0) 20.8 7.5 5.15 5.25
Situacion Laboral

Trabajador 259 (44.0) 32.0 16.2 7.08 7.21 0.034
Desempleado 330 (56.0) 20.0 10.9 5.58 5.93
Residencia

Zona Norte 334 (56.7) 22.2 10.8 5.63 6.13

Zona Ladera 183 (31.1) 21.3 9.3 5.71 5.37 0.001
Zona Centro 72 (12.2) 50 34.7 10.44 9.26
Ejercicio

No 412 (69.9) 23.1 12.6 5.95 6.27 0.414
Si 177 (30.1) 30.5 22.2 6.92 7.17

Historia de

tabagquismo

Si 89 (15.1) 29.2 14.6 6.90 6.95 0.311
No 500 (84.9) 24.6 13.0 6.12 6.50
Consumo cigarrillo

Si 68 (11.5) 29.4 16.2 7.00 7.37 0.641
No 521 (88.5) 24.8 12.9 6.14 6.45
Consumo alcohol

Alto 6 (1.0) 16.7 0.0 5.33 4.23
Moderado 35 (5.9) 17.1 8.6 4.46 5.77

Bajo 35(5.9) 42.8 25.7 6.46 8.47 0.012
No consumo 513 (87.1) 24.8 12.9 6.16 6.44

IMC (kg/estatura m?)

Delgadez <18.5 20 (3.4) 5.0 5.0 3.35 3.63

Normal 218.5a24.9 248 (42.1) 22.6 12.9 5.81 6.57 0.025
Sobrepeso 225a 30 229 (38.9) 28.4 14.0 6.70 6.53
Obesidad =30 92 (15.6) 29.3 14.1 6.89 6.94

Cicatriz BCG

No 53 (9.0) 24.5 15.1 6.13 7.03 0.670
Si 536 (91.0) 25.4 13.1 6.25 6.52

4.2.2 Prevalencia de lainfeccion tuberculosa latente

La prevalencia global de tuberculosis latente en poblacién estudiada empleando
como punto de corte 210 mm (PPD-10) fue 25.3 % (149/589) y con un punto de
corte 215 mm (PPD-15) fue 13.2 % (78/589). Se observo un incremento gradual en
la prevalencia de LTBI con la edad, alcanzdndose la mayor prevalencia en la
categoria de 60-69 afios. La prevalencia de LTBI fue mayor en hombres (33.9 %)
PPD-10, y (17.8 %) PPD-15 (Tabla 3). Especificamente, como se muestra en la
Figura 10, para ambos puntos de corte PPD-10 y PPD-15, la tasa de LTBI
incrementd en hombres y mujeres junto con el incremento de la edad, pero la
prevalencia de LTBI en hombres fue significativamente mayor que en mujeres para
la categoria 40-49 afnos [OR: 3.72, IC 95 % 1.38-10.03] PPD-10 (Tabla 4) y [OR=
5.07, 1C 95 % 1.69-15.1] PPD-15 (Tabla 5).
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La prevalencia de la infeccion estimada por PPD-10 fue mayor en individuos
pertenecientes al estrato 3 (30.7 %) mientras para PPD-15 la prevalencia entre el
estrato 2 y 3 fue igual (15 %). La poblacion con un nivel educativo de primaria
presentd una mayor prevalencia de tuberculosis latente (32.1 %) PPD-10y (18.6 %)
PPD-15 en comparacion con los individuos con estudios superiores. Asi mismo, los
trabajadores presentaron una mayor prevalencia de tuberculosis latente (32.0 %)
PPD-10 y (15.6 %) PPD-15. Al evaluar la prevalencia de LTBI por zonas, se
evidencié que para ambos puntos de corte PPD, la zona centro present6 elevada
prevalencia. La prevalencia de tuberculosis latente determinada por PPD-10y PPD-
15 también fue mayor en individuos con antecedentes de tabaquismo, fumadores
activos, consumo bajo de alcohol, quienes realizan actividad fisica regular, e
individuos con sobrepeso y obesidad. En contraste, no se observaron diferencias
en la prevalencia de LTBI con respecto al hacinamiento dentro de los hogares, y el
estado de vacunacion con la BCG (Tabla 3).

-@- Masculino PPD-15
-8- Femenino PPD-15
504 - Masculino PPD-10
- Femenino PPD-10

60+

40

304

204

Prevalencia LTBI (%)

10+

0

Figura 10. Tendencia en la prevalencia de LTBI segin la edad empleando dos umbrales
PPD (210 mm y =15 mm) en la poblacién de estudio estratificada por sexo.

Tabla 4. Diferencias en la prevalencia de infeccion tuberculosa latente (LTBI) entre hombres
y mujeres por grupos de edad, punto de corte (PPD-10).

Masculino Femenino
Edad PPD-positivo PPD-positivo OR (IC 95 %) p
N n % N n %
14-19 12 0 -- 19 2 105 - *0.510
20-29 11 0 -- 63 10 159 - 0.155
30-39 72 6 359 79 16 20.3 2.15 (0.69-6.69) 0.181

40-49 19 11 579 126 34 27.0 3.72(1.38-10.03) 0.007

50-59 44 16 36.4 136 32 23.5 1.86 (0.89-3.86) 0.094

60-69 15 7 46.7 48 15 31.3 1.93 (0.59-6.23) 0.274
*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.
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Tabla 5. Diferencias en la prevalencia de infeccién tuberculosa latente (LTBI) entre hombres
y mujeres por grupos de edad, punto de corte (PPD-15).

Masculino Femenino
Edad PPD-positivo PPD-positivo OR (95 % CI) p
N n % N n %
14-19 12 0 -- 19 2 105 - *0.510
20-29 11 0 -- 63 4 63 0 - *1.000
30-39 17 3 176 79 8 10.1 1.90 (0.45-8.07) 0.377
40-49 19 7 36.8 126 13 10.3 5.07 (1.69-15.1) 0.002
50-59 44 8 18.2 136 22 16.2 1.15(0.47-2.81) 0.756
60-69 15 3 20.0 48 8 16.7 1.25 (0.29-5.47) 0.767

*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.

4.2.3 Factores demograficos, socio-econémicos, estilos de vida y su
asociacion con el didmetro en la prueba de la tuberculina

El didmetro promedio de la induracion entre individuos PPD+ y PPD- utilizando el
umbral 210 mm (16 mm vs 2.9 mm) o 215 mm (19.7 mm vs 4.2 mm) en ambos
casos fue significativo (p=0.000), y se ubicdé por encima del punto de corte
establecido para cada caso. El diametro de la induracioén en la prueba de tuberculina
(PPD) independiente del umbral mostré asociacion con mdultiples variables, entre
ellas edad, nivel educativo, situacion laboral, zona de residencia, consumo de
alcohol e IMC (Tabla 3).

En el analisis de comparaciones multiples, se observaron diferencias al comparar el
promedio de la induracion de los individuos en las categorias 14-19 afios y 20-29
afios con los grupos de edad de 40-49 afios, 50-59 afos y 60-69 afios (p<0.05). Los
individuos con un nivel de educacion de primaria presentaron un promedio mayor
en el didmetro de la PPD comparado con los individuos con estudios superiores,
secundaria (p=0.000) y postsecundaria (p=0.025). También se observé que los
individuos que residen en el centro de la ciudad presentaron un promedio mayor en
la induracion PPD en comparacién con los individuos que residen en la zona norte
(p=0.000), y de ladera (p=0.040). Los individuos con un consumo de alcohol bajo
presentaron una mayor induracion en la PPD comparado con los individuos con un
consumo moderado (p=0.006). En cuanto al IMC, inicialmente se observé que los
individuos delgados en comparaciéon con los individuos en sobrepeso y obesidad
presentaron un promedio menor en didmetro de la PPD (p<0.05). No obstante, con
el ajuste de los valores de significancia no se observaron diferencias estadisticas.

El modelo lineal generalizado mostré que la edad a partir de los 30 afios, residir en
la zona norte o de ladera, tener estudios superiores (secundaria y postsecundaria),
y una bajo IMC (delgadez) tienen un efecto conjunto sobre el diametro de la
induracién en PPD. El coeficiente de determinacién (R?) encontrado fue de 0.141
(14.1 %). Los resultados del remuestreo confirmaron las estimaciones obtenidas
con el modelo de regresion lineal generalizado. En la Tabla 6 se presentan los
respectivos coeficientes estandarizados de B y sus valores de probabilidad.
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Tabla 6. Modelo lineal generalizado para los predictores del diametro de la PPD

Variables *B DE B IC 95 % p BB B DE B B IC 95 % Bp
9.057 1603 5.91;12.2 0.000 9.057 1.638 5.96; 12.3 0.000
Educacion (Secundaria) -1.414 0.653 -2.70;-0.13 0.030 -1.414 0.675 -2.73;-0.07 0.042
Educacion (Post-secundaria) -1.890 0.882 -3.62;-0.16 0.032 -1.890 0.915 -3.66; -0.15  0.040
IMC (Delgadez) -2.295 0.779 -3.82;-0.77 0.003 -2.295 0.873 -4.09; -0.63  0.005
Residencia (Norte) -3.923 1.155 -6.18;-1.66 0.001 -3.923 1.179 -6.34; -1.73  0.002
Residencia (Ladera) -4.154 1.175 -6.46;-1.85 0.000 -4.154 1.201 -6.59;-1.91 0.001
Consumo alcohol (Bajo) 3.126 1.408 0.37;5.88 0.026 3.126 1.484 0.42; 6.17 0.044
Edad (40-49 afios) 2583 1.003 0.62;455 0.010 2.583 1.045 0.44; 4.57 0.015
Edad (50-59 afios) 1.734 0.999 -0.22;3.69 0.082 1.734 1.027 0.09; -0.35 0.097
Edad (60-69 afios) 3.366 1.271 0.87;5.86 0.008 3.366 1.300 0.85; 5.99 0.008

*Coeficientes estandarizados, DE: Desviacion estandar; B Remuestreado para 5000 muestras.

4.2.4 Factores demograficos, socio-econémicos, estilos de vida y su
asociacién con positividad a la tuberculina (210 mm)

Como se muestra en la Tabla 7, cuando se tomé el grupo de participantes con 14-
19 afios como referencia, se encontré que, a partir de los 30 afios, la oportunidad
de presentar LTBI increment6 significativamente con ORs de 4.31 a 7.78. En este
estudio de corte transversal los hombres presentaron una ventaja 1.70 veces mayor
de presentar LTBI en comparacion con las mujeres [OR= 1.70, IC 95 % 1.10-2.64].
Adicionalmente, se encontré que un nivel de educacidén superior disminuyo la
oportunidad de presentar infeccidn tuberculosa latente cuando se comparé con un
nivel de primaria o inferior [OR= 0.59, IC 95 % 0.39-0.86 para secundaria]. Ser
trabajador incrementd significativamente la oportunidad de presentar tuberculosis
latente [OR= 1.89, IC 95 % 1.30-2.75]. Cuando se evalué la oportunidad de
presentar tuberculosis latente por zonas teniendo como referencia la zona centro de
alta prevalencia (50 %), se observé que residir en la zona norte o de ladera se asocio
con una reduccion de esa oportunidad [OR=0.29, IC 95 % 0.17-0.48] y [OR= 0.27,
IC 95 % 0.15-0.49], respectivamente. Mientras el consumo bajo de alcohol
incremento significativamente la oportunidad de presentar tuberculosis latente [OR=
2.28, IC 95 % 1.13-4.59]. No se observd asociacion entre la cicatriz BCG y la
positividad a la PPD.

En el andlisis de regresién logistica multivariada (Tabla 8), se encontré que la edad
a partir de los 30 afios con ORs de 4.29 a 8.30, pertenecer al género masculino
[OR= 1.71, IC 95 1.04-2.84], estar laboralmente activo [OR= 1.56, IC 95 % 1.02-
2.38] y un consumo bajo de alcohol [OR= 2.40, IC 95 % 1.13-5.11] incrementaron
la oportunidad de presentar tuberculosis latente, mientras residir en la zona norte o
de ladera de la ciudad redujeron la oportunidad de presentar LTBI [OR=0.32, IC 95
% 0.18-0.55] y [OR=0.28, IC 95 % 0.15-0.52], respectivamente. El modelo presento
una sensibilidad de 12.8 % y una especificidad de 97.3 %, con un coeficiente R? de
Cox & Snell de 0.098 (9.8 %). Los resultados del remuestreo confirmaron las
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estimaciones obtenidas con el modelo inicial, y corroboré la significancia del
predictor (edad 30-39 afios) dentro del modelo.

Tabla 7. Caracteristicas socio-demogréficas y del comportamiento en la poblacion de
estudio y su asociacién con la positividad en la prueba de tuberculina empleando dos puntos
de corte (210 mm, n=149) y (=15 mm, n=78).

Caracteristica PPD-10 PPD-15

N n (%) OR (IC 95 %) p n (%) OR (IC 95 %) p
Edad
14-19 31 2(1.3) *Referencia 2 (2.6) Referencia
20-29 74 10 (6.7) 2.26 (0.46-11.0) 0.300 4 (5.1) 0.83(0.14-4.77) 1.00
30-39 96 22 (14.8) 4.31(0.95-19.5) 0.042 11 (14.1) 1.87(0.39-8.97) 0.424
40-49 145 45(30.2) 6.52(1.49-28.5) 0.005 20 (25.6) 2.32(0.51-10.5) 0.262
50-59 180 48 (32.2) 5.27(1.21-22.9) 0.014 30(38.5) 2.90(0.65-12.8) 0.143
60-69 63 22 (14.8) 7.78(1.69-35.7) 0.003 11 (14.1) 3.06(0.63-14.7) 0.146
Género
Masculino 118 40(26.8) 1.70(1.10-2.64) 0.016 21(26.9) 1.57(0.91-2.72) 0.103
Femenino 471 109 (73.2) Referencia 57 (73.1) Referencia
Estrato
1 212 48(32.2) 0.66(0.42-1.04) 0.071 20(25.6) 0.56(0.30-1.03) 0.062
2 198 46 (30.9) 0.68(0.43-1.08) 0.101 30(38.5) 0.96(0.55-1.68) 0.895
3 179 55 (36.9) Referencia 28 (35.9) Referencia
Hacinamiento
> 3 personal/cuarto 32 8 (5.4) 0.98 (0.43-2.24) 0.968 5(6.4) 1.23 (0.45-3.29) 0.683
< 3 persona/cuarto 557 141 (94.6) Referencia 73 (93.6) Referencia
Educacion
Post-secundaria 53 11 (7.4) 0.55(0.27-1.14) 0.106 4 (5.1) 0.35(0.12-1.05) 0.052
Secundaria 321 69 (46.3) 0.59(0.39-0.86) 0.006 34 (43.6) 0.52(0.32-0.85) 0.008
Primaria 215 69 (46.3) Referencia 40 (51.3) Referencia
Situacion Laboral
Trabajador 259 83(55.7) 1.89(1.30-2.75) 0.001 42 (53.8) 1.58(0.98-2.55) 0.059
Desempleado 330 66 (44.3) Referencia 36 (46.2) Referencia
Residencia
Zona Norte 334  74(49.7) 0.29(0.17-0.48) 0.000 36 (46.2) 0.22(0.12-0.41) 0.000
Zona Ladera 183 39(26.2) 0.27(0.15-0.49) 0.000 17 (21.8) 0.19(0.09-0.38) 0.000
Zona Centro 72 36 (24.2) Referencia 25 (32.1) Referencia
Ejercicio
No 412 95(63.8) 0.68(0.46-1.01) 0.057 52 (66.7) 0.83(0.50-1.39) 0.497
Si 177 541 (36.2) Referencia 26 (33.3) Referencia
Historia de
tabaquismo
Si 89 26 (17.4) 1.27(0.77-2.09) 0.356 13 (16.7) 1.14(0.60-2.18) 0.680
No 500 123(82.6) Referencia 65 (83.3) Referencia
Consumo cigarrillo
Si 68 20 (13.4) 1.27(0.72-2.21) 0.407 11 (14.1) 1.31(0.65-2.62) 0.448
No 521 129 (86.6) Referencia 67 (85.9) Referencia
Consumo alcohol
Alto 6 1(0.7) 0.61(0.07-5.25) 0.648 0(.0) - 0.347
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Moderado 36 6(4.0) 061(0.251.49) 0273 3(3.8) 0.62(018-2.06)

Bajo 35 15(10.1) 2.28(1.13-4.59) 0.018 9(11.5) 2.34(1.05-5.22)
No consumo 513 127 (85.2) Referencia 66 (84.6) Referencia
IMC (kg/m?)

<18.5 20 1(0.7) 0.18 (0.02-1.38) 0.065 1(1.3) 0.35(0.04-2.74)
218.5a24.9 248 56 (37.6) Referencia 32 (41.0) Referencia
>25 a 30 229 65(43.6) 1.35(0.89-2.05) 0.146 32(41.0) 1.09 (0.65-1.86)
>30 92 27 (18.1) 1.42(0.83-2.44) 0.197 13(16.7) 1.11(0.55-2.22)
Cicatriz BCG

No 53 13(8.7) 0.96(0.49-1.84) 0.893 8(10.3) 1.18(0.53-2.61)
Si 536 136 (91.3) Referencia 70 (89.7) Referencia

0.428

0.032

0.301

0.732
0.767

0.677

*Referencia: Categoria empleada para realizar comparaciones.

Tabla 8. Factores asociados con la positividad a la tuberculina (=10 mm) utilizando una
regresion logistica multivariada.

Variables B Wald OR* IC95% p Bp

Intercepto -2.007 6.670 0.010 0.007
Género (Masculino) 0.540 4.420 1.71 1.04;2.84 0.036 0.027
Situacién laboral (Trabajador) 0.445 4.272 156 1.02;2.38 0.039 0.040
Residencia (Norte) -1.153 16.185 0.32 0.18;0.55 0.000 0.000
Residencia (Ladera) -1.267 16.547 0.28 0.15;0.52 0.000 0.000
Consumo alcohol (Bajo) 0.874 5139 240 1.13;5.11 0.023 0.032
Edad (30-39 afios) 1.455 3.414 429 0.92;20.0 0.065 0.034
Edad (40-49 afos) 1.986 6.719 7.28 1.62;32.7 0.010 0.008
Edad (50-59 afios) 1.514 3.929 455 1.02;20.3 0.047 0.025
Edad (60-69 afios) 2.116 7.160 830 1.76;39.1 0.007 0.004

*A partir de un modelo de regresién logistico multivariado con edad, género, estrato, hacinamiento,
educacion, situacién laboral, residencia, ejercicio, historia de tabaquismo, consumo de cigatrrillo,
consumo alcohol, IMC y presencia cicatriz BCG.

B: Remuestreado para 5000 muestras, Bp: p valor del remuestreo

4.2.5 Factores demograficos, socio-econdémicos, estilos de vida y su
asociacién con positividad a la tuberculina (215 mm)

En el andlisis bivariado para el punto de corte PPD 15 mm, solo tres variables
mostraron asociacion con la positividad de la PPD (Tabla 7). Se observé que un
nivel de educacion superior (secundaria) redujo la oportunidad de presentar
infeccion tuberculosa latente comparado con un nivel de primaria o inferior [OR=
0.52, IC 95 % 0.32-0.85]. Asi mismo, residir en la zona norte [OR= 0.22, IC 95 %
0.12-0.41] o zona de ladera [OR=0.19, IC 95 % 0.09-0.38] redujeron la oportunidad
de presentar LTBI. En contraste, un consumo bajo de alcohol incrementé
significativamente la oportunidad de presentar tuberculosis latente [OR= 2.34, IC 95
% 1.05-5.22].

En el andlisis multivariado (Tabla 9), en concordancia con el modelo de regresion

obtenido para PPD-10, se observd que pertenecer al género masculino [OR= 1.76,
IC 95 0.98-3.17], y un consumo bajo de alcohol [OR= 2.33, IC 95 % 0.98-5.56]
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aumentaron la oportunidad de presentar tuberculosis latente, pero no mostraron
significancia. Mientras residir en la zona norte o de ladera de la ciudad se asocio
con una reduccion significativa en la oportunidad de presentar tuberculosis latente
[OR=0.25, IC 95 % 0.14-0.47] y [OR= 0.19, IC 95 % 0.09-0.39], respectivamente.
Otro factor que se asoci6 con una reduccion en la oportunidad de presentar LTBI
dentro de este modelo fue el nivel de educacién (secundaria) con un OR= 0.49 [IC
95 % 0.29-0.83]. El modelo present6 una sensibilidad de 5.1 % y una especificidad
de 99.0 %, con un coeficiente R? de Cox & Snell de 0.069 (6.9 %). Los resultados
del remuestreo corroboraron los hallazgos del modelo de logistico.

Tabla 9. Factores asociados con la positividad a la tuberculina (=15 mm) utilizando una
regresion logistica multivariada.

Variables B Wald OR* IC95 % p Bp
Intercepto -0.421 2.011 0.156 0.168
Género (Masculino) 0.564 3.534 1.76 0.98;3.17 0.060 0.085
Educacién (Secundaria) -0.711  7.066 0.49 0.29;0.83 0.008 0.008
Residencia (Norte) -1.381 19.241 0.25 0.14;0.47 0.000 0.000
Residencia (Ladera) -1.653 20.31 0.19 0.09;0.39 0.000 0.000

Consumo alcohol (Bajo) 0.845 3.619 233 0.98;5.56 0.057 0.080
*A partir de un modelo de regresion logistico multivariado con edad, género, estrato, hacinamiento,
educacion, situacién laboral, residencia, ejercicio, historia de tabaquismo, consumo de cigarrillo,
consumo alcohol, IMC y presencia cicatriz BCG.
B: Remuestreado para 5000 simulaciones; Bp: p valor del remuestreo

4.3 DISCUSION
4.3.1 Prevalencia de LTBI en poblacion general

Estudios realizados principalmente en trabajadores de salud han mostrado
diferentes factores de riesgo asociados con el desarrollo de TB en centros de salud
(168-170). Sin embargo, los factores de riesgo asociados con la adquisicion de LTBI
en poblacién general rara vez se informan, y estudios de este tipo son escasos (171-
174). Este es el primer estudio que evalla la prevalencia de tuberculosis latente, y
los factores asociados en poblacion general en Colombia, utilizando dos umbrales
para clasificar la positividad a la PPD. Inicialmente, se empled un punto de corte
210 mm como principal criterio para definir la positividad a la infeccion por M.
tuberculosis siguiendo las directrices del CDC (47), y se encontré una prevalencia
de LTBI del 25.3 % menor comparada con la prevalencia reportada en estudios
previos realizados en pacientes de una unidad de trauma (38 %) (175), y
trabajadores de salud de nivel | (36.8 %) (176) de la ciudad. Este altimo un grupo
de riesgo para LTBI por su exposicion ocupacional a M. tuberculosis (168, 177). En
comparacion con estudios de base poblacional, la prevalencia de LTBI observada
en este estudio fue menor a la notificada en poblacién fuente de Medellin-Colombia
(42.7 %) (159), y en comunidades urbanas informales de Lima-Peru (52 %) (173) y
Johannesburgo-Sudafrica (34.3 %) (174), pero mayor a la prevalencia estimada
para la region de las Ameéricas (11 %) (46), y la de otros paises con alta incidencia
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de TB como China donde se reporté una prevalencia del 20 % en adultos de un area
rural (171), y Singapur donde se encontr0 una prevalencia de 12.7 % para
residentes del area urbana (172), empleando en los dos Ultimos estudios ensayos
de liberacion de IFN-y (IGRA). Estas observaciones sugieren que la prevalencia de
LTBI en asentamientos urbanos es alta y variable. Las diferencias encontradas con
respecto a otros estudios pueden ser explicadas parcialmente por el tipo de
poblacion, este estudio incluyd participantes sin enfermedades cronicas de base
que puedan predisponer a la infeccion, y la mayoria pertenecian a un estrato
socioecondémico 2 (bajo) y 3 (medio-bajo).

Pese a que la PPD se ha utilizado tradicionalmente para el diagnostico de LTBI en
diferentes poblaciones alrededor del mundo (170, 178, 179), varios estudios
sugieren que la PPD puede sobreestimar la prevalencia de LTBI dada su baja
especificidad, y reactividad cruzada con la vacuna BCG y micobacterias no
tuberculosas ambientales (171, 177-180). Razones por las cuales los ensayos de
liberacién de IFN-y suelen ser preferidos para evaluar el estado LTBI (170, 171). No
obstante, los IGRAs también presentan limitaciones (47, 181, 182). De hecho, en
areas con alta prevalencia de TB, la sensibilidad del IGRA no ha mostrado
superioridad sobre el PPD (183). En general, ambas pruebas son imperfectas (47,
180, 184) porgue requieren una respuesta inmunitaria competente para identificar
personas infectadas por M. tuberculosis y tienen limitaciones para predecir la
progresion a enfermedad activa (47, 179). Por lo tanto, la ausencia de un método
estandar de oro para el diagndstico directo de LTBI, dificulta la evaluacion precisa
de la prevalencia de LTBI en poblaciones de interés, y la medicién del desempefio
de estas pruebas en términos de sensibilidad y especificidad (180). Un buen uso de
los ensayos existentes es crucial hasta que se desarrolle una prueba mas especifica
y altamente predictiva (165).

Considerando un posible efecto de la vacunacion BCG sobre la especificidad de la
PPD, un umbral mas alto fue usado (=15 mm) mostrando una prevalencia de 13.2
% que coincide con la prevalencia de LTBI encontrada por Yap et al (172) en
residentes de Singapur usando QuantiFERON-TB Gold en tubo (QFT-GIT). El uso
de un punto de corte méas alto como PPD-15 en algunos estudios ha mostrado una
mayor probabilidad para detectar la infeccion por M. tuberculosis (185), y es un
predictor de progresion a enfermedad activa comparable con los ensayos de
liberacion de IFN-y (165). Observaciones que concuerdan con los hallazgos de
Kargi et al (178) quien mostro que el diametro promedio de la PPD en individuos
QTF-GIT negativo fue 11 mm mientras en individuos QTF-GIT positivo fue 15.4 mm.
En el presente estudio se piensa que el efecto de la vacunacion fue minimo o nulo
porque en Colombia esta vacuna se administra en dosis Unica al nacer y como se
ha demostrado previamente su efecto sobre el resultado de la PPD disminuye
después de 15 afios (185), y el 82 % de los participantes tenia mas de 30 afios. No
se encontro ninguna asociacion entre la ausencia de cicatriz BCG y la positividad
para PPD, esta observacion concuerda con lo informado en otros estudios
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desarrollados en Sudafrica un entorno de alta carga de TB donde la BCG es
suministrada al nacer, y la PPD se realiza més de 10 afios después (186, 187).

4.3.2 Factores asociados con positividad PPD-10

Usando un umbral PPD-10, se encontré que la edad, el género masculino, estar
laboralmente activo, y un bajo consumo de alcohol incrementaron la oportunidad de
presentar LTBI, mientras residir en la zona norte o de ladera de la ciudad la
disminuyeron. Un gran ndmero de los casos de TB activa informados en Cali, se
encuentran en la zona centro (comunas 9 y 11) un area que se caracteriza por
albergar poblacion vulnerable en condiciones de hacinamiento, desnutricion, y
consumo de drogas, razon por la cual residir en zonas distantes a este punto reduce
la oportunidad de presentar LTBI. Por otra parte, los datos indican que, a partir de
los 30 afos, la posibilidad de presentar LTBI incrementa significativamente
comparado con la categoria de edad 14-19 afos. Coincidiendo con otros estudios
donde informan una alta prevalencia de LTBI con la edad avanzada (168, 171, 172,
188, 189). Se desconoce si el incremento en la edad es el factor de riesgo para
adquirir LTBI (189) o probablemente el aumento en la edad a partir de los 30-39
afos refleja una exposicion acumulada a personas con TB activa dentro de la
comunidad permitiendo desarrollar una respuesta inmune detectable frente la
infeccion por M. tuberculosis (168, 177, 188).

Se encontré que la prevalencia de LTBI en hombres fue significativamente mayor
en comparacion con las mujeres en especial entre los 40-49 afios. Un hallazgo que
coincide con lo evidenciado por Chen et al (171) en poblacién rural de China, y con
estudios comunitarios en Sudafrica (174) y Pera (173), mostrando diferencias
epidemioldgicas reales basadas en el sexo para la prevalencia de LTBI. Las razones
de este fendmeno son inciertas debido a la falta de estudios sobre diferencias de
género en pacientes con LTBI. Pero concuerda con la proporcion (2:1) entre
hombres y mujeres observada en estudios epidemiologicos de TB (190). Una
posible explicacion es que una gran proporcion de las mujeres permanecen en el
hogar, y tienen menos probabilidades de exposicion en comparacion con los
hombres que tienen responsabilidades sociales mas activas (188, 191). Existe una
creciente evidencia acerca del papel de la interaccion social en la transmision de la
tuberculosis (192-194). En apoyo de esta hipétesis, 63 % de las mujeres en este
estudio se encontraban en condicion de desempleo mientras el 73 % de los hombres
laboraba. Otra posibilidad es una susceptibilidad diferencial a la infeccién por M.
tuberculosis o respuesta de hipersensibilidad retardada dependiente del género
(195). Aunque, se esperaba que el desempleo, un marcador de marginacién y nivel
socioeconomico bajo se asociara con un mayor riesgo de positividad a la PPD. Los
datos sugieren lo contrario, ser trabajador se asocié con un incremento en la
oportunidad de presentar LTBI. Una posible explicacion es que la transmision de M.
tuberculosis esta ocurriendo en espacios en donde la poblacién que labora esta
expuesta por ejemplo el transporte publico, el cual es hacinado y con poca
ventilacion, aumentando la posibilidad de adquirir la infeccion por M. tuberculosis
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entre las personas que utilizan diariamente este medio de transporte para recorrer
largas distancias a su trabajo y estan expuestos de forma repetida (196).

En este trabajo los resultados revelan un incremento en la oportunidad de presentar
un resultado positivo a la PPD en individuos con bajo consumo de alcohol (50-100
mL 1 vez/semana) en comparacion con los no bebedores. Aunque el consumo de
alcohol es socialmente aceptable, puede llevar a dependencia (197). Numerosos
estudios in vivo e in vitro ha evidenciado que la ingesta de alcohol dependiente en
gran medida de la cantidad consumida se asocia con un deterioro del sistema
inmune aumentando la susceptibilidad a infecciones respiratorias como neumonia
y tuberculosis, como también a la reactivacion de la enfermedad latente (197-199).
La exposicién aguda y cronica al alcohol altera la respuesta inmune mediante
multiples mecanismos: 1) inhibe la fagocitosis por los macrofagos (200), 2) suprime
la generacion de especies reactivas del oxigeno dentro del macréfago (201, 202),
3) inhibe la produccién del factor de inhibicion de la migraciéon (MIF) producido por
linfocitos T que promueve acumulacién de macréfagos en el sitio de la infeccion
(203), 4) suprime la capacidad de los macréfagos para producir citocinas (TNF-a,
IL-18, e IL-6) que desempefian un papel clave en la comunicacion celular,
activacion, proliferacién y migracion (204, 205), 5) inhibe la expresién de receptores
de reconocimiento de patrones moleculares como receptores tipo Toll (206), 6)
inhibe la capacidad de los macréfagos para presentar antigenos micobacterianos a
los linfocitos T (204), y 7) reduce la activacion de los linfocitos T antigeno-especifico
comprometiendo la respuesta inmune proinflamatoria (Th1l), y alterando el equilibrio
Th1/Th2 (207) lo que en conjunto favorece la supervivencia y el crecimiento
intracelular de M. tuberculosis en el pulmén. Adicionalmente, el metabolismo
oxidativo del alcohol lleva a la formacion de acetaldehido, un compuesto con
caracteristicas mutagénicas (208) y carcinogénicas para el hospedero (209).

La relacién entre bajos niveles de consumo de alcohol y el riesgo de LTBI y TB sigue
sin aclarar. Soh et al (210) en un reciente estudio en una cohorte de adultos chinos
de mediana y avanzada de edad, encontré que la ingesta de alcohol en bajas dosis
(frecuencia mensual a semanal) se asocié con un menor riesgo de desarrollar TB
activa en comparacion con los no bebedores, pero su observacion solo se limitd a
no-fumadores. En contraste, en fumadores activos el consumo de alcohol en bajos
niveles no mostré ningun efecto protector para el desarrollo de TB, pero la ingesta
de dos o0 mas copas por dia actudé sinérgicamente con el consumo de cigarrillo
incrementando el riesgo. Igualmente, Narasimhan et al (211) en un estudio de
contactos domiciliarios y comunitarios en la India, observé que el género masculino,
el consumo alcohol y el consumo de cigarrillo fueron factores de riesgo para la
positividad a la PPD en el andlisis bivariado, mientras en el analisis multivariado
estas 3 variables no mostraron un efecto individual pero si conjunto sobre el
incremento en el riesgo de LTBI [OR=3.93, IC 95 % 1.3-11.9]. Estas investigaciones
sugieren que el consumo de alcohol y cigarrillo estan fuertemente correlacionados.
En el presente estudio, se observo una baja proporcién de individuos consumidores
de cigarrillo (11.5 %) por lo que se descarta la influencia de este factor en los
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hallazgos. El pequefio nimero de participantes con consumo de alcohol moderado
y alto pudo dificultar las comparaciones entre las categorias ocultando cualquier
posible asociacion con la positividad a la PPD. Adicionalmente, estos individuos
presentaron una baja tasa de positividad a la PPD. No se descarta que la falta de
reactividad pueda estar relacionada a efectos inmunosupresores del alcohol.

La ingesta de alcohol como factor de riesgo para LTBI, es importante desde una
perspectiva de salud publica por ser un factor de riesgo modificable. Se estima que
10 % de todos los casos de tuberculosis en el mundo son atribuibles al consumo de
alcohol (197), y aproximadamente 2.3 billones de la poblacibn mundial son
bebedores actuales (212). Por tal razon, las estrategias para el control de la TB
deben estar orientadas a prevenir la ingesta de alcohol en poblaciones de alto riesgo
de tuberculosis.

4.3.3 Factores asociados con positividad PPD-15

Cuando se incrementé el umbral (PPD-15) para descartar cualquier posible efecto
de la vacunacion BCG, se encontraron resultados similares a los observados al
emplear un punto de corte 210 mm. El género masculino y un bajo consumo de
alcohol incrementaron la oportunidad de presentar LTBI. Mientras residir en la zona
norte o de ladera de la ciudad y tener estudios de educacién superior (secundaria)
la disminuyeron dentro del modelo. La asociacion entre un mayor nivel de educacion
y la reduccion en la oportunidad de presentar LTBI puede ser explicada por una
mejoria en la calidad de vida de los individuos, y concientizacion sobre los riesgos
en salud dependientes de los hébitos de vida, reduciendo asi su exposicion a
reconocidos factores de riesgo para TB como la pobreza, el hacinamiento, el
consumo de cigarrillo, y la desnutricion (213). En apoyo de esta hipétesis, dentro de
esta poblacion estos factores no se asociaron con la positividad a la PPD. Estos
hallazgos, coinciden con estudios previos de base poblacional conducidos en China
(171), Singapur (172) y Sudéafrica (174).

Por otra parte, el didmetro promedio de la induracién empleando un umbral PPD
210 mm y =215 mm fue de 16 mm y de 19.7 mm respectivamente, situandose por
encima de los puntos de corte establecidos, permitiendo descartar cualquier posible
efecto de la vacunacion BCG o reactividad cruzada con micobacterias no
tuberculosas sobre el diametro de la induracion (169). Esto sugiere que la
positividad PPD =210 mm en la ciudad de Cali es una herramienta atil para confirmar
la infeccion por M. tuberculosis concordando con las recomendaciones del CDC
(59), mientras la positividad PPD = 15 mm puede emplearse como indicador de
riesgo aumentado para el desarrollo de TB en individuos asintomaticos (214).

Varios estudios apoyan esta recomendacion, Moran-Mendoza et al (215) en un
estudio de cohorte de base poblacional en ocho provincias de Columbia Britanica
evaluo el riesgo de desarrollar TB en 26.542 contactos de casos con TB por 12 afios
de seguimiento, encontrando que los contactos domiciliarios con una induracién
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PPD de 0-4 mm tuvieron una tasa de TB de 1014/100.000, aquellos con 5-9 mm
tuvieron una tasa de TB de 2161/100.000 y los que tenian 10-14 mm tuvieron una
tasa de TB de 4478/100.000. En contactos no domiciliarios y esporadicos el riesgo
de desarrollar TB igualmente aumenté con el diametro en la PPD. Cao et al (216)
en otro estudio de cohorte en 67.292 estudiantes universitarios en Beijing, China
durante un seguimiento de 2 afios observo que los individuos con induraciones entre
5-9 mm, 10-14 mm, 15-20 mm y = 20 mm en comparacion con los individuos con
induraciones de 0-4 mm presentaron un incremento en el riesgo de TB con HRs
(Hazard ratio) de 1.09 [IC 95 % 0.25-4.85], 3.64 [IC 95 % 1.19-11.1], 6.83 [IC 95 %
2.44-19.1] y 9.77 [IC 95 % 2.20-43.3], respectivamente. Shero et al (217) en un
estudio de corte transversal en poblacion de Etiopia (incidencia TB: 164/100.000
habitantes) observé que el tamafio promedio de la induracidon en los controles
comunitarios fue de 7.9 mm, mientras en contactos domiciliarios fue de 13.6 mm, y
en pacientes con TB activa fue de 18.1 mm.

Por lo tanto, conforme el tamafio de la induracion en la PPD aumente mas alla del
punto de corte (= 10 mm), la extensién del aumento debe tenerse en cuenta como
un factor clave en la progresion a enfermedad tuberculosa, siendo relevante para
decidir si se debe suministrar tratamiento preventivo.

4.3.4 Factores asociados con lainduracion en la prueba de tuberculina

El diametro de la induracion para la prueba de la tuberculina en el modelo lineal
generalizado estuvo influenciado por el incremento en edad a partir de los 40 afios,
un nivel de educacion superior, residir en la zona norte o de ladera, el consumo bajo
de alcohol y un bajo IMC (<18.5 kg/m?). Coincidiendo con las variables previamente
asociadas con la positividad a la PPD en los modelos de regresion logistica para
PPD-10 y PPD-15, excepto por la asociacion con el IMC. Los resultados
encontrados muestran una asociacion negativa y significativa entre un bajo IMC y
el didmetro de la PPD, explicando el bajo promedio de la induracion PPD
evidenciado en individuos delgados en comparacion con los individuos con IMC
normal, en sobrepeso u obesidad. Estos resultados contrastan con estudios previos
en donde se ha observado que un bajo IMC est4 asociado con un aumento en la
incidencia de TB activa (218), y es un importante factor de riesgo para el desarrollo
de TB (219, 220). Mientras, el sobrepeso y la obesidad son factores protectores
(218, 221, 222). No obstante, esta asociacion inversa entre el IMC y el riesgo de TB
representa una paradoja. Dado que el exceso de grasa afecta negativamente la
funcion inmunoldgica del hospedero en individuos obesos (223). Adicionalmente, la
acumulacion de tejido adiposo puede atenuar la respuesta inmune en el pulmon del
hospedero a través de trastornos metabolicos favoreciendo la infeccion por M.
tuberculosis (224, 225).

La relacion entre el IMC y el riesgo de infeccidn tuberculosa latente no esta bien

descrita (171, 226). Varios estudios de base poblacional en areas rurales de China
han evidenciado que un IMC de sobrepeso (171), y obesidad (188) incrementa
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significativamente el riesgo de LTBI. Estos estudios igualmente han evidenciado
una asociacion negativa méas no significativa entre un bajo IMC y LTBI. Un
comportamiento similar al observado en esta investigacion, en donde se
encontraron ORs crudos de 0.18 para PPD-10 y 0.35 para PPD-15. Reciente en un
meta-analisis Saag et al (226) evaluo la asociacion entre individuos con bajo IMC y
la infeccidn tuberculosa latente definida por la positividad en la PPD y el QFT-GIT.
Un total de 15 publicaciones fueron consideradas, entre los estudios que emplearon
la PPD, los individuos con bajo peso en comparacién con los individuos de peso
normal mostraron un OR combinado= 0.96 [IC 95 % 0.77-1.20]. Para los estudios
que emplearon QFT-GIT, los individuos con bajo peso en comparacién con los
individuos de peso normal mostraron un OR combinado= 0.84 [IC 95 % 0.73-0.98],
sugiriendo que los individuos con un bajo IMC no estan en riesgo de infeccion por
M. tuberculosis. Considerando que la desnutricion afecta la respuesta inmune
celular, aumentando la susceptibilidad a distintas infecciones entre ellas la infeccion
por M. tuberculosis (226, 227), es posible que también comprometa el desempefio
del PPDy el IGRA llevando a un subdiagnéstico de la infeccion latente en individuos
con bajo peso. No esta claro si una Unica métrica como un bajo IMC es una
herramienta adecuada para clasificar la desnutricion.

4.3.5 Limitaciones y fortalezas del estudio

Su naturaleza transversal no permitié establecer temporalidad o causalidad entre
LTBI y los factores asociados. Los estrictos criterios de exclusion empleados
impidieron evaluar el efecto de conocidos factores de riesgo para TB (contacto
estrecho con pacientes TB, diabetes, y estado VIH) sobre la positividad a la PPD.
Por lo que el objetivo de obtener una muestra representativa de la poblacion general
pudo no haberse alcanzado por completo. No obstante, una mejor respuesta inmune
pudo proporcionar un resultado interpretable en la PPD. No se incluyeron
participantes de otras zonas de la ciudad (Oriente y Sur) lo que implica un sesgo de
seleccion, dado que las personas que viven en la zona oriental tienen un alto riesgo
de TB. Al no existir un estandar de oro para la deteccion de LTBI, la estimacion de
su prevalencia podria estar afectada por el rendimiento de la PPD. Esta prueba fue
seleccionada por su bajo costo en comparacion con los IGRA, y por ser familiar para
los profesionales en los entornos clinicos evaluados. Existe una posibilidad de
clasificacion errénea de los bebedores por un sesgo de autoreporte y la capacidad
de recordar.

Como en todo estudio observacional, puede haber un efecto de confusion residual
por factores desconocidos o no medidos en las asociaciones observadas. Pese a
estas limitaciones, este estudio tiene un adecuado tamafo de muestra y poder
estadistico, y es el primer estudio de base poblacional que evalla la prevalencia de
LTBI y factores asociados en Colombia, por lo que brinda informacion valiosa en un
pais con una carga intermedia de TB, donde la BCG se administra al nacer.
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4.3.6 Conclusiones y recomendaciones

Los programas para el control de la TB en Colombia estan orientados a la busqueda
de contactos y tratamiento de casos confirmados. Identificar los factores asociados
con la adquisicion de LTBI a nivel del hogar y comunitario es clave para el desarrollo
de intervenciones eficientes dirigidas a la deteccion y tratamiento de los individuos
con LTBI en riesgo de progresar a enfermedad activa. Actualmente, solo los
individuos VIH-positivos, y nifilos menores de 5 afios con tuberculosis latente reciben
tratamiento profilactico (166). Se necesita un enfoque mas agresivo si el objetivo de
eliminar la TB para el 2035 quiere ser alcanzado (46).

En conclusion, la prevalencia de LTBI en la poblacion de estudio, sin comorbilidades
asociadas y medida empleando dos diferentes umbrales PPD (210 mm y 215 mm)
fue moderada (25.3 %y 13.2 %, respectivamente), reflejando una importante carga
de tuberculosis y la transmision continua de M. tuberculosis en la comunidad. Varios
factores tradicionalmente asociados con tuberculosis (edad, nivel de educacion,
género, situacién laboral, IMC y consumo de alcohol) mostraron asociacion con la
positividad e induracion a la PPD en los tres modelos multivariados empleados.
Inesperadamente, un bajo IMC (<18.5 kg/m?) mostré6 una asociacién negativa y
significativa con el diametro de la induracion a la PPD, y la prevalencia de LTBI en
individuos con bajo peso fue baja. Contrastando con los estudios que han
evidenciado un incremento en el riesgo de TB entre individuos con bajo peso.

Por tal razon, se requiere un estudio longitudinal con un tamafio de muestra
representativo para la poblacién de Cali que considere todas las zonas de la ciudad,
el consumo de alcohol de acuerdo a la frecuencia y volumen ingerido, el
hacinamiento en el transporte publico masivo segun el tiempo de exposicion y la
frecuencia de uso, y empleé una medida alterna al IMC para clasificar la
malnutricion, esto permitira validar los hallazgos del estudio actual e identificar otros
factores de riesgo asociados con LTBI. Igualmente, es necesario estimar el valor
predictivo de la PPD-10 y PPD-15 en comparaciéon con los IGRAs para el desarrollo
de TB en los grupos de riesgo identificados. Dado que la vacunacién BCG no
confiere proteccién contra la infeccion tuberculosa en adultos, y gran parte de las
personas que desarrollan tuberculosis en Colombia estan vacunadas. La
identificacion comunitaria de grupos de alto riesgo y el tratamiento profilactico de
LTBI para prevenir la progresiéon a TB podria constituir una estrategia costo-efectiva
de gran impacto en la ciudad de Cali.
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5 CAPITULO 2. PREVALENCIA DE COINFECCION POR H. pylori ENTRE
INDIVIDUOS CON INFECCION’TUBERCULOSA LATENTE Y FACTORES
ASOCIADOS CON ATROFIA GASTRICA

La infeccion géastrica por H. pylori es una de las infecciones mas prevalentes que
afecta a mas del 50 % de la poblacion mundial, y causa una gastritis crénica
clinicamente asintomatica en la mayoria de individuos infectados, asi otros factores
probablemente retrasan o promueven la progresion a través de un proceso de
multiples pasos desde una gastritis cronica hasta un adenocarcinoma gastrico. Con
el objetivo de estimar la prevalencia de la coinfeccidn por H. pylori en individuos con
infeccion tuberculosa latente e identificar los factores asociados con el desarrollo de
atrofia gastrica dentro de esta poblacion, a 149 individuos con sintomas de
dispepsia, positivos para LTBI, se les invitd a practicarse una endoscopia digestiva;
94 individuos en un rango de edad de 19-65 afios se sometieron a endoscopia, las
biopsias obtenidas fueron analizadas por histopatologia y cultivo de H. pylori. La
magnitud de las asociaciones fue evaluada mediante pruebas U de Mann-Whitney
y modelos de regresion logistica. La prevalencia de la coinfeccion por H. pylori en
histologia y cultivo fue 83 % y 61.6 %, respectivamente con una concordancia
aceptable. La infeccion por H. pylori mostré una asociacion positiva pero no
significativa con los siguientes factores: residir en la zona norte, no realizar actividad
fisica, y ausencia de cicatriz BCG. Se observé una baja prevalencia de atrofia (9.6
%), y se asocio significativamente con el incremento en la edad, el género
masculino, el hacinamiento, un bajo consumo de alcohol, sobrepeso, y
antecedentes de cancer gastrico familiar. La presencia de H. pylori, su densidad y
la inflamacién asociada no mostraron asociacion con el desarrollo de atrofia. Estos
hallazgos sugieren que hay una alta prevalencia de H. pylori implicando una
transmision continua dentro de la poblacion. Sin embargo, la prevalencia de lesiones
precursoras de cancer gastrico es baja. Los factores ambientales, y del hospedero
parecen jugar un papel clave en el riesgo de atrofia gastrica. Esto podria estar
reflejando los efectos negativos del estilo de vida sobre la salud, siendo los hombres
mayores (=40 afios) con un bajo consumo de alcohol, y con sobrepeso un grupo de
riesgo a priorizar para la deteccioén temprana de lesiones preneoplésicas.
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5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Poblacién de estudio

A los 149 individuos que presentaron infeccion tuberculosa latente bajo un umbral
PPD-10, el médico tratante les interrog6 por la presencia de sintomas de dispepsia,
y se les invit6 a practicarse una endoscopia digestiva como conducta diagnostica y
preventiva. Se excluyeron los participantes con gastrectomia previa, consumo de
antagonistas del receptor-Hz, inhibidores de bomba de protones, o consumo de
antibiéticos durante las ultimas 4 semanas previo a la toma de la endoscopia. Bajo
estos criterios 94 individuos (Figura 9), 78.7 % mujeres en un rango de edad de 19-
65 afos proporcionaron un segundo consentimiento informado (Anexo 5) y
continuaron en el estudio.

5.1.2 Procedimiento de endoscopiay toma de biopsia géastrica

La endoscopia de vias digestivas superiores fue realizada por un gastroenterélogo
con amplia experiencia, una vez autorizada la remision al Hospital Universitario del
Valle (HUV). Durante el procedimiento de endoscopia por cada paciente se tomaron
10 biopsias de mucosa gastrica de acuerdo al siguiente protocolo: Dos muestras de
antro curvatura menor y mayor, y una de cuerpo curvatura mayor, fueron inoculadas
en tioglicolato con glicerol al 20 %, y se utilizaron para el aislamiento primario de H.
pylori y estudios moleculares posteriores. Otras cuatro muestras, dos de antro y dos
de cuerpo fueron depositadas en formol al 10 % y se emplearon para diagndéstico
histopatoldgico. Dos muestras una de antro y otra de cuerpo curvatura menor fueron
colectadas en solucion RNAlater para futuros estudios de expresion de ARNm, y
finalmente otra muestra de antro curvatura menor se inoculé en tioglicolato con
glicerol al 20 % (Figura 11). Las muestras fueron rotuladas con un cédigo unico de
identificacion por paciente. La limpieza y esterilizacion del endoscopio se realiz6 de
acuerdo a las normas de la Sociedad Colombiana de Gastroenterologia.
Finalmente, todas las muestras en tioglicolato y RNAlater fueron enviadas en hielo
seco al Departamento de Microbiologia de la Universidad del Valle para su
preservacion a -70°C.
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0 Formol 10% Histologia

4. Incisura angularis

6. Antro, curvatura mayor a 3 cm del piloro

8. Cuerpo, curvatura mayor a 10 cm del cardias
10. Cuerpo, pared anterior, media

A Tioglicolato con glicerol Cultivo Hp (Preservacion -70°C)

1. Antro, curvatura menor a 3 cm del piloro
7. Antro, curvatura mayor a 3 cm del piloro
9. Cuerpo, curvatura mayor a 10 cm del cardias

. Tioglicolato con glicerol {preservacion a -70°C)

2. Antro, curvatura menor a 3 cm del piloro

0]

3. Antro, curvatura menor a 3 cm del piloro
5. Cuerpo curvatura menor a 4 cm de incisura

Figura 11. Topografia de los sitios anatdmicos de toma de biopsias gastricas.

5.1.3 Evaluacion de lainfeccion por H. pylori

La infeccion por H. pylori se evalto por tincion modificada de Giemsa en secciones
histoldgicas, cultivo y pruebas bioquimicas para la actividad ureasa, catalasa y
oxidasa. Los participantes fueron considerados H. pylori-positivos si en la histologia
se evidencio la bacteria o al menos dos de las otras pruebas fueron positivas, y se
consider6 H. pylori-negativo cuando dos o mas pruebas fueron negativas.

5.1.3.1 Tratamiento e inclusién de biopsias gastricas

Las cuatro muestras de mucosa gastrica por cada participante (una de antro, una
de incisura angularis y dos de cuerpo) depositadas en formol al 10 %, fueron
procesadas siguiendo un protocolo previamente estandarizado. En primer lugar, se
procedio a su fijacion en formol en solucién tampon por aproximadamente 24 horas,
posteriormente, las muestras se retiraron del formol, y se envolvieron en papel filtro
sin presionar el tejido y luego se colocaron en una canastilla previamente rotulada
con lapiz de carbon que contenia el codigo, fecha y nimero de la biopsia. La
deshidratacion posterior de las muestras consistié en una fijacion en 9 alcoholes y
2 parafinas a 56°C, este procedimiento se realiz6 por un periodo de 30 minutos para
cada etapa. Al término de la primera parafina, las canastillas fueron retiradas, y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Las biopsias pre-tratadas fueron
posteriormente embebidas en la segunda parafina por un histélogo experimentado,
quien realizo cortes histolégicos que fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para
histologia regular, y con tincion modificada de Giemsa para deteccion de H. pylori.

5.1.3.2 Andlisis histopatolégico
El diagndstico histopatolégico para cada participante fue evaluado por un patélogo

con experiencia en biopsias de antro, incisura angularis y cuerpo gastrico tefidas
en hematoxilina y eosina de acuerdo con el sistema de clasificacion de Sydney para
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gastritis (228), y la clasificacion de Padova para displasia (229). El diagnéstico
global fue punteado en una escala ordinal de 1 a 6 asi: 1) gastritis no atrofica leve
o moderada (normal); 2) gastritis no atréfica severa (GNA), 3) gastritis atrofica
multifocal sin metaplasia intestinal (GAM), 4) metaplasia intestinal (Ml), 5) displasia,
6) cancer gastrico. Estas dos ultimas fueron consideradas como las lesiones mas
severas. La lesion mas avanzada observada en el conjunto de biopsias de un
individuo fue considerada para el diagnéstico histolégico final.

La densidad de H. pylori en la mucosa gastrica y la inflamacién crénica asociada
con la infeccién se clasifico en diferentes categorias. La densidad bacteriana se
consider6 escasa (bacterias dispersas cubriendo menos de un tercio de la
superficie), moderada (bacterias presentes en muchos campos, pero no en todos),
o abundante (grandes agrupaciones bacterianas o una capa continua presente en
todos los campos), observaciones realizadas en un objetivo de 40X. El nimero
normal de células mononucleares de mucosa gastrica presentes en la lamina propia
fue definido como un maximo de 2 a 5 linfocitos, células plasmaticas y macréfagos
por campo en el objetivo de 40X. La inflamacién cronica leve fue definida como un
leve aumento en la infiltraciéon inflamatoria con predominio de células plasmaticas
dentro de la lamina propia en una distribucién por parches, y sin destruccién ni dafio
del epitelio usando un objetivo 10X para identificar agrupaciones de células
mononucleares. La inflamacion severa (marcada) fue definida como una densa
infiltracion de linfocitos dentro de la lamina propia con o sin foliculos linfoides
identificables en un objetivo de 4X, y destruccidn del epitelio. El estado intermedio
fue definido como inflamacion moderada.

5.1.3.2.1 Sistema de puntuacion histopatolégico de Correa

Se empled un sistema detallado de puntuacion histopatoldgica para cuantificar las
diferencias en las variables morfoldgicas dentro de cada categoria del diagndstico
global, el cual ha mostrado ser un sistema sensible y confiable en un seguimiento a
largo plazo de pacientes tratados por infeccion por H. pylori (230). Basado en las
categorias de diagndstico histolégico descritas anteriormente (codificadas de 1 a 6),
la puntuacion de Correa asigna valores numéricos a los diversos niveles de
extension, tipo y grado de las lesiones precancerosas GAM, Ml y displasia (231).
Se utilizé este sistema porque el aumento de la severidad de la atrofia gastrica se
asocia con un mayor riesgo de cancer, el tipo incompleto de metaplasia intestinal
(MI) conlleva un mayor riesgo que el tipo completo, y el grado histolégico de
displasia se correlaciona con el riesgo de cancer gastrico (230). El puntaje para
GAM (3) fue modificado usando una escala continua: indefinido para atrofia (0.25),
leve (0.5), moderada (0.75) y severa (1.0) resultando en puntuaciones de 3.25 a 4.0.
La puntuacion para Ml (4) se modificd segun el tipo y la extension. El tipo de MI se
clasificd en cuatro categorias en una escala ordinal: tipo completo (0.1), mixta de
predominio tipo completo (0.2), mixta de predominio tipo incompleto (0.3) y tipo
incompleto (colbnico) (0.4). La extensién promedio del Ml (nUmero de biopsias con
MI/namero total de biopsias) se agrupo por terciles. A cada tercio se le asigné un
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valor: 0.2, 0.4 o0 0.6, respectivamente. Para obtener una puntuacion total de Ml, se
agregaron los valores de tipo y extension a la puntuacion original de Ml (4)
resultando en puntuaciones que van desde 4.3 a 5.0. El puntaje para displasia (5)
se modifico utilizando una escala continua: indefinida (0.25), bajo grado (0.50) y alto
grado (0.75). Esta puntuacion histopatologica graduada, mas no el diagnostico
global, se utiliz6 para los analisis estadisticos.

5.1.3.3 Tratamiento para la infecciéon por H. pylori

Como parte del compromiso social adquirido, todos los pacientes positivos para la
infeccién con H. pylori segun diagndstico histolégico, se les suministré tratamiento
anti-H.pylori de primera linea con claritromicina (MK®, Colombia) 500 mg,
amoxicilina (MK®, Colombia) 1000 mg y omeprazol (MK®, Colombia) 20 mg, dos
veces al dia por 14 dias siguiendo las guias del consenso Maastricht V (232).

5.1.3.4 Anélisis microbioldgicos
5.1.3.4.1 Cultivo y aislamiento primario de H. pylori a partir de biopsia

De los 3 fragmentos de mucosa gastrica obtenidos por paciente para el aislamiento
primario, inicialmente se trabajo con la biopsia No.1 de antro curvatura menor, en
los casos donde no se evidencio crecimiento o fue muy escaso, se procedio a utilizar
la biopsia No.7 antro curvatura mayor para un nuevo intento de aislamiento de H.
pylori. Si no se obtuvo aislamiento de esta muestra, se empled la biopsia No.9 de
cuerpo gastrico. Estudios previos realizados por el grupo de investigacion han
permitido observar que la deteccién de H. pylori mediante cultivo, es dependiente
del nimero de biopsias y sitio anatdomico evaluado (233, 234). La mayor frecuencia
de aislamiento se ha observado a partir de fragmentos de antro, especificamente
curvatura menor (Comunicacién personal Dr. Alvaro Pazos Moncayo).

Los fragmentos de mucosa gastrica de antro y cuerpo fueron homogenizados
completamente bajo condiciones estériles en 200 pL de solucion salina estéril 0.89
% usando un homogenizador (Kimble-Kontes, Vinelan, NJ, USA). El homogenizado
se sembro por estria con asa de argolla (Fisher Brand®) calibrada a 10 pL/gota en
agar Columbia (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) con sangre desfibrinada
de cordero al 7 % mas suplemento selectivo para Helicobacter pylori (Dent)
conteniendo Vancomicina (10 mg/L), Cefsulodina de sodio (5 mg/L), Lactato de
Trimetoprim (5 mg/L) y Anfotericina B (5 mg/L) (Oxoid Ltd, Hampshire, England),
luego de la siembra se preservo el macerado en una solucion de tioglicolato (BBL®)
con glicerol al 20 % (Merck®), y se congel6 en un freezer a -70°C. Las cajas de agar
se incubaron bajo condiciones microaerofilicas (6 % Oz, 6 % COz, 88 % Nz, usando
CampyPak Plus (BBL, Nashville, TN, USA) a 37°C de 4 a 8 dias hasta observar
pequefias colonias grises y translicidas compatibles con H. pylori.
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5.1.3.4.2 Purificacion de los aislados de H. pylori

Las colonias tipicas para H. pylori fueron subcultivadas por agotamiento en agar
Columbia (Oxoid Ltd, Hampshire, England) con sangre desfibrinada de cordero al 7
%, sin suplemento selectivo, y se incubaron en condiciones similares a las descritas
anteriormente, para lograr cultivos axénicos antes del proceso de identificacion
fenotipica.

5.1.3.4.3 Identificacion microscopicay bioquimica de H. pylori

Las colonias pequefas, traslucidas y con apariencia de gotas de rocio que crecieron
en agar Columbia fueron posteriormente identificadas como H. pylori mediante su
morfologia en tincidbn de Gram y andlisis bioquimicos para la actividad oxidasa,
catalasa y ureasa.

Prueba de la oxidasa

Para esta prueba se emplearon tiras de oxidasa (Oxoid Ltd, Hampshire, England)
que se colocaron en contacto con un in6culo bacteriano, la positividad de la reaccién
se evidencio por formacion de un complejo purpura que indico la oxidacion de la N,
N-Dimetil-p-fenilendiamina por parte de la citocromo oxidasa.

Prueba de la catalasa

Para esta prueba se tomd una colonia bacteriana y se extendié sobre un
portaobjetos, posteriormente se adicionaron 2 gotas de peroxido de hidrégeno al 30
% (J.T Baker®). La positividad de la prueba se observé por formaciéon de burbujas,
producto de la descomposicion del peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua.

Prueba de la ureasa

Para evaluar la presencia de la ureasa bacteriana, se tomé una colonia Unica con
un asa de argolla y se coloc6 dentro de un tubo de 1.5 mL que contenia una solucién
de urea al 10 % con rojo de fenol 0.1 %. La reaccion se evidencio por un incremento
del pH de la solucion producto de la hidrélisis de la urea a amonio y diéxido de
carbono.

5.1.3.4.4 Preservacion de los aislados de H. pylori

A partir de cada aislado de H. pylori obtenido, se tomaron colonias Unicas con un
asa estéril y se transfirieron a un tubo criogénico (Corning®) con 800 pL de caldo
tioglicolato (BBL®), al que se adicionaron 200 pL de glicerol (Merck®). Los viales
se agitaron para lograr su homogenizacion, y se almacenaron a -70°C para su
conservacion y uso en estudios posteriores.
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5.1.4 Toma de muestras sanguineas

Se extrajo en una sola toma de cada participante, sangre venosa periférica por
venopuncion que fue colectada en tubos BD vacutainer® con activador de la
coagulacion y tubos BD vacutainer® con EDTA para la obtencion de suero y sangre
anticoagulada, respectivamente. El volumen de sangre a extraer considerando la
edad y peso del individuo fue de 20 mL en adolescentes mayores de 14 afios y
adultos, estos valores no exceden el 1 % del volumen sanguineo completo de un
individuo sano, evitando de esta forma cualquier alteracién de los valores del
hematocrito (235). Las muestras debidamente rotuladas fueron enviadas al
laboratorio, en donde se sometieron a centrifugaciéon a 1200 rpm/10 minutos a
temperatura ambiente. El suero y el plasma obtenidos se almacenaron a -80°C. La
fase celular, que permanecio posterior a la recuperacion del plasma se emple6 para
la obtencion de células mononucleares de sangre periférica (por sus siglas en inglés
PBMC).

5.1.5 ELISA cuantitativo para TNF-a

El TNF-a fue medido en suero como un biomarcador inflamatorio empleando un kit
de ELISA comercial (KHC3011, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Inicialmente, se adicionaron 50 uL de la solucion de
incubacion a todos los pozos de la microplaca, a excepciéon de los pozos para el
blanco del cromégeno. Luego, se adicionaron 100 pL de la solucion para diluciéon
de estandares a los pozos para el blanco. Diluciones seriadas (1:2) de un estandar
de TNF-a de 1000 pg/mL se emplearon para crear una curva estandar de 7 puntos
con el limite inferior a 15.6 pg/mL. A continuacion, 100 pyL de los estandares,
muestras, y controles fueron adicionados a los pozos respectivos. La microplaca se
agitd brevemente, y se incubd por 2 horas a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, los pozos fueron lavados con 400 uL de solucién de lavado, tres veces.
Luego, 100 puL de TNF-a humana conjugada con biotina fueron adicionados a cada
pozo, excepto los pozos para el blanco del cromdgeno seguido de una incubacion
por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con 400
ML de solucion de lavado. Después, la microplaca se invirti6 y se secd. A
continuacion, se adicionaron 100 uL de estreptavidina peroxidasa a los pozos
excepto los pozos para el blanco del cromdgeno, y se incub6 por 30 minutos a
temperatura ambiente, y nuevamente se repitieron los lavados. Luego se
adicionaron 100 uL de estabilizador de cromoégeno (Tetrametilbenzidina) a todos los
pozos, y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente,
100 uL de solucion de parada fue adicionado a todos los pozos, y se midié la
absorbancia de cada pozo empleando un lector de ELISA (Stat Fax-2100,
Awareness Technology INC, Estados Unidos) con un filtro de 450 nm. A la
absorbancia obtenida en cada pozo conteniendo estandares, muestras y controles,
se sustrajo la absorbancia de fondo, y a partir de las absorbancias obtenidas para
los estandares, se realizo una regresion lineal considerando una ponderacion 1/Y~2
gue permitio interpolar a partir de las absorbancias obtenidas para las muestras su
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correspondiente concentracion de TNF-a en pg/mL. La cantidad minima detectable
de este ensayo es 1.7 pg/mL

5.1.6 Plan de analisis estadistico

Se realizé un andlisis univariado, y se comprobd la normalidad de los datos
cuantitativos (diametro de la induracion PPD, puntaje histopatolégico, y niveles de
TNF-a séricos) mediante la prueba de Shapiro-Wilk, encontrdndose que no se
distribuian en forma normal, por lo que se recurrio a la estadistica no paramétrica.
Durante el analisis bivariado para datos independientes, las variables continuas se
describieron como promedios con su respectiva desviacion estandar, y las variables
categoricas como proporciones. Para estudiar la asociacion entre las variables
independientes (tipo de gastritis crénica, infeccion por H. pylori y densidad de H.
pylori) con el diametro de la induracién PPD, el puntaje histopatoldgico y los niveles
de TNF-a séricos (variables dependientes), se empled la prueba U de Mann-
Whitney o una ANOVA de Kruskal-Wallis. Ademas, se realizaron comparaciones
multiples para la variable (densidad de H. pylori) empleando la prueba de Dunn sin
ajustar los valores de significancia. Por otra parte, para estudiar las diferencias entre
cada una de las variables independientes (demograficas, sociales y estilos de vida)
y la presencia de coinfeccidén por H. pylori o el tipo de gastritis cronica, se empled
una prueba de X2 o una prueba exacta de Fisher con su correspondiente razén de
ventajas (OR) y los intervalos de confianza al 95 %.

Una regresion logistica bivariada se empled para identificar los factores asociados
con la coinfeccién por H. pylori y la presencia de gastritis atrofica. Partiendo de un
modelo completo con todos los predictores potenciales, se empledé un método de
eliminacion por pasos hacia atras (Backward: Wald), eliminando el factor menos
significativo de uno en uno hasta que todos los factores restantes fueran
significativos, los criterios de probabilidad empleados fueron (entrada p < 0.05,
salida p 20.10). Adicionalmente, se empled el método (Introducir) para generar un
modelo con solo los factores que mostraron una asociacion positiva en el andlisis
bivariado acompafiado de un analisis de remuestreo con reemplazo para 5000
muestras que permiti6 comparar las medidas de efecto obtenidas en el modelo
original con el modelo remuestreado. Finalmente, para comparar el desempefio de
los métodos empleados en la deteccion de H. pylori (histologia y cultivo), se estimé
el estadistico de Kappa, su interpretacion se realizé segun la escala sugerida por
Landis & Koch, 1977 (3). La significancia estadistica fue aceptada con un valor p <
0.05. El analisis de datos fue realizado con el paquete estadistico SPSS 24.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, Estados Unidos) y GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc.,
San Diego, CA, Estados Unidos).
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Caracteristicas socio-demogréficas y estilos de vida de la poblacién
sometida a endoscopia gastrica

De los 149 individuos con tuberculosis latente detectados mediante la aplicacion de
la PPD-10, el 63.1 % (94/149) cumplieron con los criterios de inclusién, y accedieron
a practicarse una endoscopia. Como se observa en la Tabla 10, el 75.6 % de los
participantes eran mayores de 40 afios y la edad promedio fue de 46.5 + 11.2 afios.
Las mujeres constituyeron el 78.7 % de la poblacion total. La distribucion de los
individuos en los 3 niveles sociales evaluados fue homogénea (~30 %). La
proporcion de participantes en condiciones de hacinamiento fue baja 4.3 %. Mas de
la mitad de los participantes habian cursado estudios de secundaria (53.2 %), se
encontraban laborando (54.3 %) y vivian en la zona norte de la ciudad (53.2 %). El
57.4 % no realiza actividad fisica regular y mas de la mitad de la poblacién evaluada
presentd sobrepeso y obesidad (66 %). El 84.0 % de los participantes manifestd no
tener antecedentes de tabaquismo o consumo actual de cigarrillo, el 81.9 % no
consume alcohol y 61.7 % no consume sal. Como antecedentes clinicos, se observo
que el 91.5 % de los individuos presento la cicatriz BCG y 51 % presentaron
induraciones PPD en el rango de 10-14 mm.

Tabla 10. Caracteristicas socio-demogréficas y estilos de vida en poblacién tuberculosa
latente sometida a endoscopia gastrica (n= 94)

H. pylori+ H. pylori-

Caracteristica (n=78) (n=16) OR (IC 95 %) p

N (%) n % n %
Edad
14-19 1(1.1) 1 1.3 0 00 - *1.000
20-29 8 (8.5) 8 10.3 0 00 - *1.000
30-39 14 (149) 12 154 2 12.5 Referencia
40-49 33(35.1) 27 346 6 37.5 0.75(0.13-4.27) 0.745
50-59 26 (27.7) 20 25.6 6 37.5 0.56(0.09-3.21) 0.507
60-69 12 (12.8) 10 12.8 2 125 0.83(0.09-7.03) *1.000
Género
Masculino 20(21.3) 16 205 4 25.0 0.77(0.22-2.72)  0.690
Femenino 74 (78.7) 62 795 12 75.0 Referencia
Estrato
1 36(38.3) 30 385 6 37.5 0.93(0.25-3.38) 0.907
2 26 (27.7) 21 26.9 5 31.3 0.78(0.20-3.04) 0.718
3 32(34.0) 27 346 5 31.3 Referencia
Hacinamiento
> 3 persona/cuarto 4 (4.3) 4 5.1 0 00 - *1.000
< 3 persona/cuarto 90 (95.7) 74 949 16 100 Referencia
Educacién
Post-secundaria 10 (10.6) 8 10.3 2 125 0.75(0.13-4.34) 0.754
Secundaria 40 (42.6) 33 423 7 43.8 0.89(0.28-2.81) 0.845
Primaria 44 (46.8) 37 474 7 43.8 Referencia
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Situacion Laboral

Trabajador 51(54.3) 41 526 10 62.5 0.66 (0.22-2.00) 0.467
Desempleado 43 (45.7) 37 474 6 37.5 Referencia
Residencia

Zona Norte 50 (53.2) 46 59.0 4 25.0 3.14(0.61-16.0) 0.155
Zona Ladera 30(31.9) 21 26.9 9 56.3 0.63(0.14-2.84) 0.552
Zona Centro 14 (14.9) 11 141 3 18.7 Referencia

Ejercicio

No 54 (57.4) 46 59.0 8 50.0 1.44(0.49-4.23) 0.508
Si 40 (42.6) 32 41.0 8 50.0 Referencia

Historia de

tabaquismo

Si 15(16.0) 11 141 4 25.0 0.49(0.13-1.81) 0.278
No 79(84.0)0 67 859 12 75.0 Referencia

Consumo

cigarrillo

Si 12 (12.8) 10 12.8 2 125 1.03(0.20-5.22) 0.972
No 82(87.2) 68 872 14 87.5 Referencia

Consumo alcohol

Alto 1(1.1) 1 1.3 0 00 - *1.000
Moderado 5(5.3) 5 6.4 0 00 - *0.582
Bajo 11 (11.7) 9 115 2 125 1.00(0.19-5.15) 1.000
No consumo 77 (81.9) 63 808 14 87.5 Referencia

Consumo de sal

Siempre 21(223) 17 218 4 25.0 0.68 (0.18-255) 0.565
Algunas veces 15(16.0) 11 141 4 25.0 0.44(0.11-1.73) 0.230
No consumo 58 (61.7) 50 64.1 8 50.0 Referencia

IMC (kg/m?)

>18.5a24.9 32(34.00 28 359 4 25.0 Referencia

225 a 30 40 (42.6) 34 436 6 375 0.81(0.21-3.16) 0.761
230 22(23.4) 16 205 6 37.5 0.38(0.09-1.55) 0.170
Cicatriz BCG

No 8 (8.5) 7 9.0 1 6.3 1.48 (0.17-12.9) 0.722
Si 86 (915 71 910 15 93.8 Referencia

PPD induracién

215 mm 45 (47.9) 37 474 8 50.0 0.90(0.31-2.65) 0.852
210-14 mm 49 (52.1) 41 52.6 8 50.0 Referencia

*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.

5.2.2 Prevalencia de la infeccidon crénica por H. pylori

La prevalencia global de infeccion por H. pylori por histologia en la subpoblacion
con LTBI evaluada fue 83 % (78/94). La mayor prevalencia de la infeccion (34.6 %)
se observo en el rango de edad de 40-49 afios. La prevalencia de H. pylori fue mayor
en mujeres (79.5 %) (Tabla 10). No obstante, cuando se evaluo la distribucion de
prevalencia de la infeccién entre hombres y mujeres por grupos de edad, se observo
una prevalencia de H. pylori elevada y sostenida para ambos géneros (Figura 12),
sin diferencias significativas (Tabla 11). La prevalencia de la infeccion fue mayor en
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individuos pertenecientes al estrato 1 (38.5 %) y sin condiciones de hacinamiento
(94.9 %). La poblacion con un nivel educativo de primaria presentd una mayor
prevalencia de H. pylori (47.4 %). Asi mismo, los trabajadores presentaron una
mayor prevalencia de H. pylori (52.6 %). Al evaluar la prevalencia de H. pylori por
zonas, se evidencié que la zona norte presentd una elevada prevalencia (59.0 %).
La prevalencia de H. pylori también fue mayor en individuos quienes no realizaban
actividad fisica regular (59 %), y estan en sobrepeso (43.6 %). Por el contrario, los
individuos sin antecedentes de tabaquismo, y sin consumo de cigarrillo, alcohol y
sal mostraron una alta prevalencia de infeccion (>60 %). Finalmente, se observo
una prevalencia del 91.0 % en individuos vacunados con BCG, y 52.6 % en
individuos con induracion entre 10-14 mm en la prueba de la tuberculina.
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Figura 12. Tendencia en la prevalencia de H. pylori segun la edad en la poblacién con
tuberculosis latente estratificada por sexo.

Tabla 11. Diferencias en la prevalencia de infeccion por H. pylori entre hombres y mujeres
por grupos de edad.

Masculino Femenino

Edad H. pylori+ H. pylori+ OR (95 % CI) p

N n % N n %
14-19 0 0 -- 1 1 100 e e
20-29 0 0 -- 8 8 100 e e
30-39 2 2 100 12 10 833 - *1.000
40-49 8 6 75 25 21 84 0.57 (0.08-3.92) *0.616
50-59 6 4 66.7 20 16 80 0.50 (0.07-1.53) *0.596
60-69 4 4 100 8 6 7% - *0.515

*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.

5.2.3 Factores demograficos, socio-economicos, estilos de vida y su
asociacion con la infeccién por H. pylori en poblacion con LTBI

En el andlisis bivariado, se tomo6 como referencia la categoria 30-39 afios, dado que
las categorias de edad inferior presentaron un bajo nimero de individuos. En
general, se encontré una asociacion positiva con los siguientes factores: residir en
la zona norte [OR=3.14, IC 95 % 0.61-16.0], no realizar actividad fisica regular [OR=
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1.44,1C 95 % 0.49-4.23], y ausencia de cicatriz BCG [OR=1.48, IC 95 % 0.17-12.9],
aunque no fue significativa (Tabla 10). Para ninguno de los modelos del analisis
multivariado incluyendo el modelo completo o selectivamente considerando solo los
factores que mostraron asociacion positiva en el andlisis bivariado ajustado por
género, se encontrd asociacion significativa entre los factores y la infeccion por H.
pylori. No obstante, en el dltimo modelo tras una simulacién de muestreo con 5000
muestras, residir en la zona norte mostré un valor p cercano a la significancia
(p=0.07) (Tabla 12).

Tabla 12. Factores asociados con la infeccion por H. pylori en poblaciéon con TB latente
utilizando un modelo de regresion logistica bivariado

Variables B Wald OR* IC 95 % p Bp
Intercepto 1.044 1.725 2.840 0.123
Género (Masculino) -0.343  0.247 0.71 0.18-2.75 0.619 0.618
Residencia (Norte) 1.236 2.087 3.44 0.64-18.4 0.149 0.078
Residencia (Ladera) -0.423  0.287 0.66 0.14-3.07 0.592 0.519
Ejercicio (No) 0.437 0.583 1.55 0.49-4.85 0.454 0.473
Cicatriz BGC (No) 0.568 0.241 1.77 0.18-17.0 0.619 0.320

*A partir de un modelo de regresion logistico bivariado ajustado por género, residencia, ejercicio, y
presencia cicatriz BCG.

5.2.4 Diagnostico y aislamiento de H. pylori por cultivo

De los 94 pacientes que voluntariamente se sometieron a endoscopia, en el 61.7 %
(58/94) de ellos se logré el aislamiento de H. pylori, las pruebas de identificacion
bioquimica fueron positivas para la actividad oxidasa, catalasa y ureasa. En todos
los casos los hallazgos fueron confirmados por observacion morfolégica de la
bacteria en tincibn de Gram. No obstante, la prevalencia de la infeccion por
histopatologia fue mayor 83 % (78/94). La frecuencia de cultivos positivos para H.
pylori fue mayor en la curvatura menor del antro (37.2 %) en comparacion con la
curvatura mayor (10.6 %), y el cuerpo gastrico (12.8 %), concordando con estudios
previos (233) (Tabla 13).

Tabla 13. Frecuencia de deteccion de H. pylori segin método diagndstico y sitio anatdmico
de obtencion de la biopsia de mucosa gastrica.

Cultivo Histologia

Sltlobciigr;tgirza de Frecuencia Acumulado Frecuencia Acumulado
n % % p n % %
Cali 94
Biopsia de antro
Curvatura menor 35 37.2 37.2 72 76.6 76.6
Curvatura mayor 10 10.6 47.8 0.000 70 74.5 80.9 0.944
Biopsiade cuerpo 13 13.8 61.7 71 75.5 83.0
Total 58 61.7 78 83.0
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Es importante mencionar que se evidencia una independencia entre el diagndstico
histologico de H. pylori con respecto al nUmero de biopsias y sitio anatémico de la
biopsia gastrica (p=0.944), situacion que no se observo al detectar H. pylori
mediante cultivo, pues se evidencié que el método de diagndstico por cultivo de H.
pylori, mejoro significativamente al cultivar mas de una biopsia gastrica de diferente
localizacion anatdémica, incrementando su frecuencia de aislamiento de 37.2 % a
61.6 % al sembrar unay tres biopsias, respectivamente (p=0.000) (Tabla 13).

5.2.5 Factores bacterianos y su asociacion con el tipo de gastritis crénica en
poblacion tuberculosa latente

En la poblacién general con TB latente, la gastritis no atréfica fue la mas frecuente
con una prevalencia del 90.4 % (85/94). En contraste, se observé una baja
prevalencia de 9.6 % (9/94) para gastritis atréfica. Especificamente, 7 participantes
presentaron metaplasia intestinal (Ml) de tipo completa, 1 caso de M| mixta de
predominio tipo completo, y 1 caso de Ml incompleta. La prevalencia de la infeccién
por H. pylori en los dos tipos de gastritis cronica fue similar (77.8 % vs 83.5)
(p=0.662). Adicionalmente, se analiz6 si la densidad de H. pylori y el grado de
inflamacion asociado a la infeccion incrementaban la posibilidad de desarrollar
atrofia, pero no se encontré ninguna asociacién significativa (Tabla 14).

Tabla 14. Caracteristicas bacterianas y su asociacién con el tipo de gastritis crénica en
poblacion tuberculosa latente.

Gastritis Gastritis no

Caracteristica atrofica atrofia OR crudo p
(n=9) (n = 85) (IC 95 %)

n % n %
Estatus H. pylori
Positivo 7 77.8 71 83.5 0.69 (0.13-3.68) 0.662
Negativo 2 22.2 14 16.5 Referencia
Densidad H. pylori
Abundante 3 33.3 26 30.6 0.81 (0.12-5.42) *1.000
Moderada 4 44.4 28 32.9 1.00 (0.16-6.14)  *1.000
Escaso 0 0.0 17 200 - *0.227
Ausente 2 22.2 14 16.4 Referencia
Inflamacioén
Severa 1 11.1 22 25.9 0.27 (0.02-3.33) *0.544
Moderada 4 44.4 23 27.1 1.04 (0.17-6.54) *1.000
Leve 2 22.2 28 32.9 0.43 (0.05-3.41) *0.581
Ausente 2 22.2 12 14.1 Referencia

*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.
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5.2.6 Factores demograficos, socio-econdomicos, estilos de vida y su
asociacion con la gastritis atréfica en poblacion LTBI coinfectada por
H. pylori

En los 78 individuos coinfectados por H. pylori, la proporcién de individuos con
gastritis atrofica y no atrofica (9 % y 91 % respectivamente) fue similar a la
observada en la poblacion general con LTBI. Los individuos en un rango de edad
de 40-49 afios [OR= 1.37, IC 95 % 0.13-14.7], 50-59 afios [OR=1.22, IC 95 % 0.09-
15.1], 60-69 afios [OR= 1.22, IC 95 % 0.07-22.4] presentaron una mayor
oportunidad de tener atrofia géstrica en comparacién con el grupo de menor edad
(30-39 afos) aunque no fue significativa. Se encontré una asociacion positiva mas
no significativa entre la presencia de atrofia y los siguientes factores: pertenecer a
estrato 2 [OR= 2.08, IC 95 % 0.32-13.8], vivir en condiciones de hacinamiento [OR=
3.78, IC 95 % 0.34-42.1], bajo consumo de alcohol [OR= 3.31, IC 95 % 0.54-20.4],
estar en sobrepeso [OR= 5.78, IC 95 % 0.65-51.3], presentar antecedentes de
cancer géstrico familiar [OR= 3.85, IC 95 % 0.69-21.3], y una induraciéon PPD =215
mm [OR= 1.53, IC 95 % 0.32-7.36] (Tabla 15).

En el andlisis multivariado considerando solo los factores que mostraron una
asociacion positiva con atrofia ajustados por género y edad, inicialmente no se
encontré asociacion significativa pero una asociacion positiva fue corroborada para
los siguientes factores: edad 40-49 afios [OR= 2.11, IC 95 % 0.05-91], 50-59 afios
[OR= 3.33, IC 95 % 0.04-293], 60-69 afios [OR= 5.09, IC 95 % 0.05-535],
hacinamiento [OR= 22.0, IC 95 % 0.32-1538], consumo bajo de alcohol [OR= 40.0,
IC 95 % 0.82-1967], estar en sobrepeso [OR=5.26, IC 95 % 0.42-65.1] y presentar
antecedentes de cancer gastrico familiar [OR=12.9, 0.78-217]. En contraste con los
hallazgos del andlisis bivariado, pertenecer al estrato 2 [OR= 0.81, IC 95 % 0.02-
31.6], y presentar una induracion PPD 215 mm [OR= 0.67, IC 95 % 0.06-8.26] se
asociaron negativamente. Mientras el género masculino se asocié positivamente
[OR=3.12, IC 95 % 0.12-79.0].

El modelo presentd una sensibilidad de 33.3 % y una especificidad de 98.4 %, con
un coeficiente R? de Cox & Snell de 0.205 (20.5 %). Los resultados de 5000
simulaciones de muestreo permitieron evidenciar la significancia estadistica de los
predictores que mostraron asociacion positiva dentro del modelo (p< 0.05) (Tabla
16).
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Tabla 15. Caracteristicas sociodemograficas, estilos de vida y su asociacién segun el tipo
de gastritis crénica en poblacién LTBI coinfectada por H. pylori

Gastritis Gastritis no

Caracteristica atrofica atrofia OR crudo p

(n=7) (n=71) (IC 95 %)

n % n %

Edad
14-19 0 0.0 1 14 *1.000
20-29 0 0.0 8 11.3 - *1.000
30-39 1 14.3 11 15.5 Referencia
40-49 3 42.9 24 33.8 1.37(0.13-14.7)  *1.000
50-59 2 28.6 18 25.4 1.22 (0.09-15.1) *1.000
60-69 1 14.3 9 12.7 1.22 (0.07-22.4)  *1.000
Género
Masculino 1 14.3 15 21.1 0.62 (0.07-5.57) 0.669
Femenino 6 85.7 56 78.9 Referencia
Estrato
1 2 28.6 28 39.4 0.89 (0.12-6.82) *1.000
2 3 42.9 18 25.4 2.08 (0.32-13.8) *0.641
3 2 28.6 25 35.2 Referencia
Hacinamiento
> 3 persona/cuarto 1 14.3 3 4.2 3.78 (0.34-42.1) *0.319
< 3 persona/cuarto 6 85.7 68 95.8 Referencia
Educacion
Post-secundaria 0 0.0 7 99 - 0.252
Secundaria 1 14.3 33 46.5 0.16 (0.02-1.37)  *0.109
Primaria 6 85.7 31 43.7 Referencia
Situacién laboral
Trabajador 2 28.6 39 54.9 0.33(0.06-1.81) *0.175
Desempleado 5 71.4 32 45.1 Referencia
Residencia
Zona Norte 5 71.4 41 57.7 Referencia
Zona Ladera 2 28.6 19 26.8 0.86 (0.15-4.86)  *1.000
Zona Centro 0 0.0 11 155 - *0.571
Ejercicio
No 3 42.9 43 60.6 0.49 (0.10-2.35)  *0.303
Si 4 57.1 28 39.4 Referencia
Historia de
tabaquismo
Si 1 14.3 10 141  1.01(0.11-9.36) 0.988
No 6 85.7 61 85.9 Referencia
Consumo de
cigarrillo
Si 0 0.0 10 141 - 0.288
No 7 100 61 85.9 Referencia
Consumo de
alcohol
Alto 0 0.0 1 14 e *1.000
Moderado 0 0.0 5 7.0 e *1.000




Bajo

No consumo
Consumo de sal
Siempre
Algunas veces
No consumo
IMC (kg/m?)
218.5a24.9
225a 30

=30

Pariente CG*
Si

No

PPD induracion
=15 mm

210-14 mm

[N ]

oo

3
3

4
3

28.6
71.4

0.0
14.3
85.7

14.3
85.7
0.0

50.0
50.0

57.1
42.9

7
58

17
10
44

27
28
16

13
50

33
38

9.9
81.7

23.9
14.1
62.0

38.0
39.4
22.5

20.6
79.4

46.5
53.5

3.31(0.54-20.4)
Referencia

0.73 (0.08-6.79)
Referencia

Referencia
5.78 (0.65-51.3)

3.85 (0.69-21.3)
Referencia

1.53 (0.32-7.36)
Referencia

0.176

*0.325
0.784

*0.116
*1.000

*0.132

*0.702

*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.

No se incluyeron 9 pacientes que desconocian sus antecedentes de CA gastrico familiar

Tabla 16. Factores asociados con gastritis atréfica en poblacién LTBI coinfectada por H.
pylori utilizando un modelo de regresion logistica.

Variables B Wald OR* IC 95 % p Bp
Intercepto -5.825 3.846 0.003 0.000
Edad (40-49 afos) 0.746 0.151 2.11 0.05-91.0 0.698 0.034
Edad (50-59 afios) 1.204 0.278 3.33 0.04-293.7 0.598 0.031
Edad (60-99 afios) 1.628 0.470 5.09 0.05-535.1 0.493 0.030
Género (Masculino) 1.138 0.476 3.12 0.12-79.0 0.490 0.050
Estrato (2) -0.215  0.013 0.81 0.02-31.6  0.908 0.148
Hacinamiento (>3 personas/cuarto) 3.092 2.037 22.0 0.32-1538 0.154  0.003
Consumo alcohol (Bajo) 3.690 3.449 40.0 0.82-1967 0.063  0.002
IMC (Sobrepeso) 1.660 1.669 5.26 0.42-65.1 0.196 0.016
Pariente CG (SI) 2.563 3.180 12.9 0.78-217 0.075  0.004
Induracién PPD (215 mm) -0.398  0.097 0.67 0.06-8.26  0.756  0.232

*A partir de un modelo de regresién logistico multivariado ajustado por edad, género, estrato,

hacinamiento, consumo de alcohol, IMC, cancer géastrico familiar e induracion PPD.

B: Remuestreado para 5000 simulaciones

5.2.7 El didmetro de la PPD y su relacién con atrofia géstrica asociada a la

infeccién por H. pylori

El diametro promedio de la induracion PPD fue mayor en individuos con gastritis
atréfica en comparacion con los individuos sin atrofia (media= 19.3 £ 8.16 mm vs
15.6 £ 5.26 mm, respectivamente). Sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas (p=0.2699) (Figura 13). En apoyo de esta observacion, en el andlisis
bivariado y multivariado tampoco se encontré asociacion significativa entre una
mayor induracion PPD (=15 mm) y el desarrollo de atrofia gastrica (Tabla 15y 16).
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Figura 13. Reaccién a la PPD en individuos con tuberculosis latente coinfectados por H.
pylori segun el tipo de gastritis. Los puntos de corte (lineas horizontales punteadas) para
positividad estan basados en induraciones de 10 y 15 mm. Cada simbolo representa un
participante. Los nimeros de la muestra fueron: 7 individuos con atrofia y 71 sin atrofia.
Las barras horizontales representan la media; el valor p fue obtenido por una prueba U de
Mann Whitney.

5.2.8 Niveles TNF-a séricos y su relacion con atrofia gastrica

Los niveles de TNF-a en suero de individuos con tuberculosis latente coinfectados
con H. pylori en comparacion con los individuos sin coinfeccion fueron similares
(media= 11.26 + 0.62 y 10.92 + 1.46 pg/mL, respectivamente; Figura 14A) no
encontrandose diferencias significativas (p=0.6587). En los 78 individuos
coinfectados por H. pylori, los niveles de TNF-a séricos mostraron un discreto
incremento en individuos con atrofia en comparacién con los individuos no atroficos
pero esta variacion no fue significativa (media= 12.48 + 5.75 vs 11.14 + 5.43;
p=0.5869) (Figura 14B).

A 20, p=06587 B 20 p=0.5869

=
(4]
-
(4]

(4]

Niveles de TNF-a (pg/mL)
]
(4]

Niveles de TNF-o (pg/mL)
)

H pylori+ H.pylori- Atrofica No atrofica

Figura 14. Niveles séricos de TNF-a en individuos con infeccién tuberculosis latente segun
su: A) estado infeccioso para H. pylori y B) tipo de gastritis. Los nUmeros de la muestra
fueron: 78 H. pylori+, 16 H. pylori-, 7 atréficos, 70 no atréficos. En un individuo sin atrofia,
no fue posible medir el TNF-a sérico. Las barras representan el error estandar de la media
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la media; el valor p fue obtenido por una prueba U de Mann Whitney. Rango de referencia:
0-8.1 pg/mL

5.2.9 Concordancia entre la histologia y el cultivo para diagnostico de la
infeccion por H. pylori en poblacion LTBI

En los individuos con gastritis no atréfica la deteccion de H. pylori por histopatologia
y tincion de Giemsa modificada fue mayor que por cultivo (83.5 % y 64.7 %,
respectivamente) con una concordancia aceptable entre ambos métodos
diagndsticos segun la escala de Landis & Koch 1977 (3), [k= 0.36, IC 95 % 0.16-
0.55, p=0.000]. En los 9 participantes con gastritis atrofica, la proporcion de
positividad por histopatologia (77.8 %) continto siendo mayor que por cultivo (33.3
%) con una concordancia aceptable entre ambos métodos diagnoésticos, [k= 0.25,
IC 95 % -0.11-0.61, p=0.257]. El coeficiente global de concordancia para ambos
meétodos de diagndstico fue aceptable, [k= 0.35, IC 95 % 0.17-0.53, p=0.000].

No se observaron diferencias en la detecciéon de H. pylori para cada método
diagnostico segun el tipo de gastritis cronica. Es importante observar que la
proporcion de aislamiento de H. pylori fue menor en individuos con gastritis atréfica
comparado con los individuos con gastritis no atréfica (33.3 % y 64.7 %,
respectivamente) (Tabla 17).

Tabla 17. Comparacién de casos por método diagndstico para deteccién de H. pylori y tipo
gastritis

Método diagnéstico

Tipo de Histopatologia Cultivo Concordancia
gastritis N Positivo Positivo K IC 95 % p

n % %p n % Sp
Atréfica 9 7 778 3 333 0.25 [-0.11-0.61] 0.257
No atréfica 85 71 835 066 55 64.7 0.07 0.36 [0.16-0.55] 0.000
Total 94 78 83.0 58 61.7 0.35 [0.17-0.53] 0.000

8Valor p para comparaciones entre tipo de gastritis y método diagnostico

5.2.10 Cantidad de H. pylori en mucosa gastricay probabilidad de aislamiento

En los 78 participantes diagnosticados por histopatologia con infeccién crénica por
H. pylori, 37.2 % (29/78) presentaron la bacteria en cantidad abundante, 41 %
(32/78) en cantidad moderada y 21.8 % (17/78) en cantidad escasa. La proporcion
de aislamiento de H. pylori por cultivo disminuyé gradualmente de acuerdo a la
carga bacteriana observada por histopatologia, 32 % (25/78) con cantidad
abundante, 23.1 % (18/78) con cantidad moderada y 15.4 % (12/78) con cantidad
escasa (Figura 15).
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Figura 15. Proporcion de participantes con cantidad abundante, moderada y escasa de H.
pylori segun diagnostico histopatoldgico y probabilidad de aislamiento.

5.2.11 Inflamacion en la mucosa gastrica y su relacion con la cantidad de

H.pylori

De los 78 pacientes positivos para la infeccién por H. pylori, 28.2 % (22/78)
presentaron inflamacion severa, 34.6 (27/78) inflamacion moderada y 37.2 %
(29/78) inflamacion leve de la mucosa gastrica. El nivel de inflamacion estuvo
directamente relacionado con la cantidad de la bacteria observada en el epitelio
gastrico por histopatologia (p=0.000). Asi el 63.6 % de los participantes con H. pylori
en cantidad abundante presentaron inflamacion severa, 59.3 % de los participantes
con H. pylori en cantidad moderada presentaron inflamacion moderada y 48.3 % de
los participantes con H. pylori en cantidad escasa presentaron inflamacién leve

(Figura 16).
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Figura 16. Proporcion de participantes con inflamacién de la mucosa gastrica severa,
moderada y leve, y su relacion con la cantidad de H. pylori.

5.2.12 Escala histopatolégica de Correa y su asociacién con la cantidad de
H.pylori en mucosa gastrica

Se evaludé la heterogeneidad de las lesiones gastricas en los 78 individuos
infectados por H. pylori y su asociacion con la cantidad bacteriana encontrando
diferencias significativas (p=0.006). Los individuos con una cantidad abundante de
H. pylori presentaron lesiones mas avanzadas [media= 1.82, IC 95 % 1.45-2.20] que
los individuos con H. pylori en cantidad moderada [media= 1.58, IC 95 % 1.17-2.0]
y que los individuos con H. pylori en cantidad escasa [media= 1.12, IC 95 % 0.95-

1.29], diferencias que fueron estadisticamente significativas (p <0.05, Figura 17).
6

p=0.002
1
o 54 p=0.033
.E oo
314. AAA [s]e]
i
S
o 3
-
»
=
1] 2- FYYYYYYYYVYYVYVYY [slslalsls] Loa-d
e
<]
[ ]
w 1' A AR AL COOOOOVOPOOOVO0
Abundante Moderado Escaso

Figura 17. Analisis histopatoldgico para biopsias gastricas de individuos con tuberculosis
latente coinfectados con cepas de H. pylori segun cantidad de la bacteria: abundante
(n=29), moderada (n= 32), y escasa (n= 17). El puntaje esta representado en una escala
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de 1 a 6 (definido en metodologia, cada simbolo representa el puntaje para un individuo).
Las barras horizontales representan la media; los valores p fueron obtenidos por una
prueba post-hoc de Dunn.

5.2.13 Efecto de la coinfeccion por H. pylori y su cantidad sobre el diametro
de lainduracion PPD en poblacion latente

En general, la presencia de la coinfeccibn con H. pylori no se asocié con una
induracion mayor en la prueba cutanea de la tuberculina [OR= 0.90, IC 95 % 0.31-
2.65; p=0.852] (Tabla 10). Se observé que los individuos LTBI coinfectados con H.
pylori presentaron un diametro promedio de induracién PPD de 15.9 + 0.64 mm en
comparacion con los individuos no coinfectados que presentaron una induracion de
14.6 + 1.03 mm, estas diferencias no fueron significativas (p=0.577) (Figura 18A).
Ademas, se observo que independientemente de la cantidad de H. pylori en la
mucosa gastrica, el diametro promedio de induracibn PPD en individuos
coinfectados no mostré diferencias significativas en comparacién con los individuos
sin coinfeccién para las comparaciones multiples (p>0.05) (Figura 18B).
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Figura 18. Reaccion a la PPD en participantes con tuberculosis latente segun su: A) estado
H. pylori y B) Cantidad de H. pylori en mucosa gastrica. Los puntos de corte (lineas
horizontales punteadas) para positividad estan basados en induraciones de 10 y 15 mm.
Cada simbolo representa un participante. Los numeros de la muestra fueron: 78 individuos
H. pylori+y 16 H. pylori-. De los individuos H. pylori+, 29 presentaron la bacteria en cantidad
abundante, 32 moderada y, 17 escasa. Las barras horizontales representan la media; el
valor p fue obtenido por una prueba U de Mann Whitney o una prueba post-hoc de Dunn.
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5.3 DISCUSION

5.3.1 Prevalencia de infeccion por H. pylori en poblacién tuberculosa latente

En la actualidad se acepta que la infeccion gastrica por H. pylori es un factor de
riesgo para cancer gastrico y se encuentra implicado aproximadamente en el 60 %
de todos los casos (236). El desenlace de la infeccion es determinado por
caracteristicas del patogeno (CagA, ureasa, VacA, BabA2) en combinacion con
factores ambientales (condiciones socioeconOmicas, nutricion, exposicion a
sustancias toxicas, patdgenos coinfectantes) y genéticos del hospedero
(polimorfismos en genes que codifican para IL-13, TNF-a, IL-10, IL-6, e IL-8) (234,
237-239). Por lo anterior, conocer la prevalencia de la infeccion e identificar los
factores asociados con su adquisicion dentro de la poblacién puede ser util para
tomar medidas orientadas a reducir su transmision y mejorar el éxito de las tasas
de erradicacion de los regimenes antibi6ticos disponibles.

Este es el primer estudio en Colombia que describe la prevalencia de H. pylori, y los
factores asociados en poblacién con infeccion tuberculosa latente. Se encontr6 una
prevalencia de H. pylori de 83 % en histologia 'y 61.7 % en cultivo. La concordancia
entre ambos métodos diagndsticos fue aceptable. Las diferencias entre los
resultados podrian atribuirse a la distribucion desigual de H. pylori en el estbmago
gue condiciona la probabilidad de encontrarlo a partir de la biopsia (234), la baja
sensibilidad del cultivo ~58.1 % (240), y el consumo frecuente de inhibidores de la
bomba de protones que dificulta su aislamiento (241), este ultimo aunque fue un
criterio de exclusién no se descarta un sesgo en el reporte. Ademas, el crecimiento
de la bacteria en el cultivo es dependiente de la densidad bacteriana en la muestra.
En particular, la baja proporcion de aislamiento en individuos con atrofia gastrica
puede ser explicada por la alteracion del microambiente gastrico (inflamacién e
hipoclorhidria) y la consecuente progresion a metaplasia intestinal, condiciones
desfavorables para el crecimiento de H. pylori (242). De hecho, la bacteria rara vez
puede aislarse en pacientes seropositivos con adenocarcinoma gastrico (102).

La prevalencia encontrada (83 %) es bastante elevada considerando que la
prevalencia de H. pylori estimada para la region de Sur América en el 2015 fue del
69.4 % [IC 95 % 63.9-74.9], y es mayor a la prevalencia reportada en paises como
Argentina 49.1 %, Brasil 71.2 %, Chile 74.6 %, Ecuador 72.2 % y Panama 54.1 %
(243). Los resultados encontrados coinciden con la prevalencia de infeccion por
histologia reportada previamente para Cali, 72.2 % (173/244) en 1987 (244), 80.7
% (109/135) en 1988 (245), 63.1 % (879/1392) en 1997 (105), y 68.9 % (113/164)
en 2003 (246), sugiriendo que la prevalencia de H. pylori en Cali es alta, y no ha
mostrado disminucion en los ultimos 30 afos. Las diferencias observadas entre
estos estudios pueden deberse a la edad y el sexo de los pacientes incluidos. En
ninguna de las investigaciones se indica el estado de los participantes frente a la
infeccion latente por M. tuberculosis. No obstante, como es una infeccion cronica de
prevalencia global, segun las mas recientes estimaciones, se puede asumir que el

79



23 % de los participantes en los estudios mencionados presentaban infeccion por
M. tuberculosis (46), lo que permite la comparacién con los hallazgos encontrados
en la actual investigacion. Aungue en esta investigacion no se evaluo la prevalencia
de H. pylori en poblacién PPD-negativa, Torres et al (35) en adultos dispépticos de
Perd, mostrd una prevalencia de H. pylori igualmente alta, y similar entre individuos
PPD-positivos y PPD-negativos (86 % vs 80 %, respectivamente, p=0.379).

5.3.2 Factores asociados con la infeccion por H. pylori en poblaciéon LTBI

La adquisicion de la infeccion por H. pylori a nivel poblacional se han asociado con
multiples factores de riesgo incluyendo bajo estrato socioeconémico, tener padres
(especialmente madres) portadoras de H. pylori, hermanos mayores H. pylori-
positivos, condiciones de hacinamiento en el hogar, alimentos contaminados y
pobre higiene personal, condiciones de saneamiento, nivel de educacién, pais de
origen y etnicidad (101, 247, 248). En este estudio algunos factores incrementaron
la oportunidad de adquirir la infeccion por H. pylori entre ellos residir en la zona norte
de la ciudad, no realizar actividad fisica regular, y ausencia de cicatriz BCG. Estas
asociaciones no fueron significativas en el analisis bivariado ni multivariado ajustado
por género.

En este estudio no se observaron diferencias en la prevalencia de H. pylori en
relacion a la edad y el género, aunque la prevalencia alcanzo6 su punto maximo en
la edad adulta entre los 40 a 49 afios. La alta prevalencia de la infeccion dentro de
la poblacion, y el pequefio numero de representantes en algunas de las categorias
de edad limit6 el alcance del analisis. Sin embargo, estas observaciones
concuerdan con lo informado en pacientes dispépticos de Camerun (249) e ltalia
(250), en donde se encontrd que la infeccion por H. pylori tuvo lugar en la nifiez y
adolescencia, y alcanzé su punto maximo en la edad de 35 a 50 afios. En cuanto al
género, la alta prevalencia de la infeccion observada en mujeres puede estar
influenciada por su mayor participacién en el estudio en comparacion con los
hombres (78.7 % vs 21.3, respectivamente). Estudios previos en diferentes
poblaciones, no han encontrado diferencias significativas entre la infeccién por H.
pylori y el género (249, 251, 252). Con respecto a la prevalencia de H. pylori por
zonas de la ciudad, esta fue particularmente alta en la zona norte (59.0 %), y residir
en esta zona incrementd la oportunidad de presentar la infeccion en el andlisis
bivariado [OR= 3.14 IC 95 % 0.61-16.0], asociacién positiva que se mantuvo en el
analisis multivariado [OR= 3.44 IC 95 % 0.64-18.4] mostrando un valor p cercano a
la significancia en el remuestreo (p=0.078), por lo que se considerd importante
explicar esta observacion.

Una posible hipotesis es que la adquisicion de la infeccion en esta zona este
asociada con la presencia de H. pylori en el agua potable, la cual es tomada y
tratada a partir del rio Cauca, uno de los rios mas contaminados del pais. Varios
estudios han confirmado la presencia de H. pylori en muestras de agua ambiental y
potable alrededor del mundo (253-255). Lu et al (256) logro aislar H. pylori a partir
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de aguas residuales, y la genatipificacion de los aislados evidencié una marcada
presencia de genotipos vacA sla/ml los cuales estan asociados con lesiones
gastricas severas. Vesga et al (257) aislo con éxito H. pylori a partir de muestras de
agua afluente y efluente en tres plantas de tratamiento de agua potable en Bogota-
Colombia que toman agua de rios circundantes (rio Bogota, Tunjuelo y Teusacd).
En conjunto, estas investigaciones muestran que H. pylori puede sobrevivir en el
agua, y los tratamientos convencionales para la potabilizacién del agua con cloro no
garantizan su eliminacién y constituyen una potencial fuente de transmision de la
infeccion.

Por otra parte, los individuos que no realizaban actividad fisica regular (<2
veces/semana) mostraron una alta prevalencia de H. pylori (59.0 %). La ausencia
de actividad fisica, un factor modificable aumenté 0.44 veces la probabilidad de
infeccién por H. pylori en el analisis bivariado y 0.55 veces en el modelo logistico,
aungue en ningun caso fue significativo. Igualmente, la ausencia de cicatriz BCG un
indicador de ausencia de vacunacion se asocié con un incremento en la oportunidad
de presentar infeccion por H. pylori [OR= 1.48, IC 95 % 0.17-12.9], efecto que se
mantuvo en el modelo de regresion ajustado [OR= 1.77, IC 95 % 0.18-17.0]. Un
posible efecto protector de la actividad fisica con intensidad moderada, y la
vacunacioén BCG contra la infeccion por H. pylori y sus manifestaciones clinicas méas
severas como Ulcera péptica y cancer gastrico no ha sido bien explorado, y la
evidencia existente a la fecha es limitada (258-260). De existir un vinculo biologico,
este podria estar mediado por la estimulacion y fortalecimiento de la respuesta
inmune innata y adaptativa (261-263).

5.3.3 Prevalencia de lesiones gastricas en individuos con LTBI

En la cascada de carcinogénesis gastrica, la atrofia constituye un paso crucial (28).
El riesgo de desarrollar cancer gastrico incrementa exponencialmente como la
gastritis atrofica se extiende, y la metaplasia intestinal se incrementa (101). Los
pacientes con gastritis atrofica multifocal tienen un riesgo 90 veces mayor de
desarrollar adenocarcinoma gastrico que aquellos con mucosa normal (264). Por lo
que el conocimiento de su prevalencia dentro de la poblacién es importante. En este
estudio, se encontré una baja prevalencia de gastritis atrofica (9.6 %), y en todos
los casos acompafiados de metaplasia intestinal. Estos hallazgos llaman la atencion
en una poblacion hiper-endémica para la infeccién por H. pylori (83 %), y con un
riesgo moderado de cancer gastrico de 20 casos por 100.000 habitantes en
hombres y 10.5 casos por 100.000 habitantes en mujeres (Tomado del registro de
cancer de Cali para el periodo 2008-2012). En apoyo a esta observacion, un estudio
previo realizado en Cali en 1997, empleando 1.392 informes histopatoldgicos,
reporté una frecuencia de gastritis atrofica de 15.2 % cuando la prevalencia de H.
pylori encontrada fue apenas del 63.1 % (105), menor que la prevalencia que se
observo en esta investigacion. Un estudio de Zhang et al (265) en Japon, un pais
con una incidencia de cancer gastrico de 31.3 casos por 100.000 habitantes reporto
una prevalencia para H. pylori de 55 % y para atrofia gastrica de 36.8 %. Estos
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hallazgos podrian deberse a: 1) un sesgo muestral, mas de la mitad (78.7 %) de los
sujetos reclutados en este estudio fueron mujeres, y el adenocarcinoma gastrico de
tipo intestinal es predominante en hombres (101), 2) la poblacién de estudio eran
individuos dispépticos sin manifestaciones gastroduodenales significativas, y 3) un
25 % de los participantes eran menores de 40 afos, y solo el 12.8 % eran = 60 afios.

Por otra parte, como es bien conocido la infeccibn por H. pylori incrementa
significativamente el riesgo de desarrollar lesiones precursoras de cancer gastrico
al promover una fuerte respuesta inflamatoria (101, 239). Sin embargo, en esta
investigacion la positividad para H. pylori, su densidad en la mucosa gastrica, y el
grado de inflamacion relacionado con la infeccidn no se asocié con un incremento
en la oportunidad de desarrollar atrofia. Este fenémeno, puede en parte ser
explicado por el tamafio limitado de la muestra en el grupo con gastritis atrofica
(n=9), lo que llevé a un bajo poder estadistico. También podria sugerir que para la
poblacién de estudio otros factores diferentes a los bacterianos pueden estar
contribuyendo al desarrollo de las lesiones gastricas. De hecho, solo el 20 % de los
pacientes infectados por H. pylori desarrollan manifestaciones clinicas (102), lo cual
corrobora que la severidad de la enfermedad depende de las interacciones entre el
hospedero, el ambiente y los factores de virulencia bacterianos (102, 239).

5.3.4 Factores asociados con atrofia géstrica en poblacién coinfectada por
H. pylori

Aunqgue el tratamiento de erradicacion para H. pylori en estbmagos atroficos puede
prevenir algunos casos de cancer evitando el desarrollo adicional de atrofia o
resolviendo parcialmente la inflamacién relacionada directamente con dafio al ADN,
el cancer puede y frecuentemente se desarrolla (28). Adicionalmente, un estudio
coreano encontrd que la erradicacién de H. pylori no detuvo el desarrollo de cancer
gastrico en pacientes con metaplasia intestinal (266). Estos hallazgos sugieren que
la atrofia es un punto de no retorno (28, 239). Varios estudios han sido conducidos
para identificar los factores de riesgo asociados con atrofia y metaplasia intestinal
(239, 267, 268), y clasicamente se piensa que los factores de riesgo para el
desarrollo de estas lesiones premalignas son idénticos a los asociados con cancer
gastrico (95). Pero a la fecha ningun estudio ha evaluado los factores asociados a
estas dos condiciones en poblacion con TB latente coinfectada por H. pylori, y sin
manifestaciones gastroduodenales significativas. En este estudio se encontré que
la edad, el género masculino, estar en sobrepeso, tener una historia familiar de
cancer gastrico, el hacinamiento, y un bajo consumo de alcohol aumentaron
significativamente la oportunidad de tener atrofia gastrica. Los resultados indican
que, a partir de los 40 afios, la posibilidad de desarrollar atrofia gastrica incrementa
significativamente comparado con la categoria de edad 30-39 afos, y este
fenédmeno puede ser explicado por la infeccion con H. pylori, la cual usualmente se
adquiere en la infancia y persiste a lo largo de la vida causando una inflamacion
cronica en la mucosa que favorece el desarrollo de atrofia en la poblacién mayor
(101, 269).
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Se observé que ser hombre increment6 la oportunidad de presentar atrofia, en
contraste con los hallazgos del andlisis bivariado donde mostré reducir dicha
posibilidad, lo cual sugiere que el género estaba actuando como un factor de
confusién que debia ser controlado dentro del modelo multivariado. Las razones
para explicar un incremento en la oportunidad de presentar de atrofia para el género
masculino son inciertas, aunque esta bien descrito que la prevalencia de H. pylori,
y de trastornos gastricos es mas comun en hombres que en mujeres (101, 270).
Recientemente se ha sugerido que el receptor de androgenos puede jugar un papel
importante en la carcinogénesis gastrica (271). En general, estas observaciones son
consistentes con los resultados encontrados por Kim et al (239) en poblacion
coreana dispéptica, en donde el incremento en edad a partir de los 48 afios mostré
una asociacion positiva mas no significativa con el riesgo de desarrollar atrofia,
[OR= 2.23, IC 95 % 0.87-5.70] para 48-60 afos, y [OR= 3.71, IC 95 % 1.31-10.9]
para = 61 afios. En otro reciente estudio realizado por estos investigadores que
incluyé un mayor tamafio muestral (n=4.023 individuos) el riesgo de desarrollar
atrofia igualmente aumento, en este caso a partir de los 40 afios, [OR = 2.55, IC 95
% 2.05-3.18] para 40-59 afios, y [OR=5.00, IC 95 % 3.71-6.74] para = 60 afios, y
los hombres presentaron un riesgo mayor [OR= 1.38, IC 95 % 1.17-1.64] ambas
asociaciones fueron significativas (272).

En la presente investigacion se encontré una alta prevalencia de gastritis atrofica
entre individuos con sobrepeso (85.7 %), y en el analisis multivariado el sobrepeso
(IMC 2 25 kg/m?) se asocié con un incremento en la oportunidad de desarrollar
atrofia gastrica. Multiples estudios han mostrado que el exceso de peso corporal
estd directamente asociado con el riesgo de varios tipos de cancer, incluyendo
colon, mama (en mujeres posmenopausicas), endometrio, eséfago, rifibn y
estbmago no es la excepcion (273). Es bien reconocido que el riesgo de
adenocarcinoma gastrico es sustancialmente mayor en individuos obesos, una
asociacién que parece ser mas solida para cancer gastrico de cardias (gastro-
esofagico) (274, 275). En un meta-analisis Yang et al (276) mostré que el exceso
de peso corporal (IMC = 25 kg/m?) se asocié con un mayor riesgo de cancer gastrico
[OR= 1.22, IC 95 % 1.06-1.41]. Pero en el andlisis estratificado encontré que el
exceso de peso corporal se asocio significativamente con un mayor riesgo de cancer
gastrico de cardias [OR= 1.55, IC 95 % 1.31-1.84], mientras para cancer gastrico
no cardias la asociacion fue positiva mas no significativa [OR=1.18, 95 % IC 95 %
0.96-1.45]. En contraste, en un reciente estudio Levi et al (277) en poblacién
adolescente de Israel observo que la obesidad pero no el sobrepeso, en hombres y
mujeres se asocio con el riesgo de cancer gastrico no cardias [HR= 1.78 CI 95 %
1.12-2.83]. Sin embargo, cualquier efecto del exceso de peso corporal, y el riesgo
de cancer gastrico no cardias y sus lesiones precursoras parece ser relativamente
pequefio, y requiere mas investigacion. Las razones para explicar una posible
asociacion pueden atribuirse a que la grasa visceral induce la liberacion de
adipocinas y citocinas que conducen a hiperinsulinemia (278), y a alteraciones en
el metabolismo de las hormonas endogenas (hormonas sexuales, y factores de
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crecimiento similares a la insulina) que en conjunto pueden generar una alteracion
del balance normal entre la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis
(273). Por lo cual, evitar el aumento de peso parece ser un factor a considerar para
prevenir el cancer gastrico.

Un historial de cancer gastrico familiar fue otro factor asociado con atrofia en la
poblacién de estudio, un punto a destacar considerando el pequefio nimero de
sujetos. Este hallazgo es consistente con estudios previos que sugieren que un
antecedente familiar de cancer gastrico, y la presencia de infeccion por H. pylori son
los dos factores més importantes para cancer gastrico distal, y sus lesiones
precursoras (279). Un meta-andlisis realizado por Rokkas et al (280) considerando
solo estudios con poblacién emparejada por edad y sexo, mostré que los familiares
en primer grado de pacientes con cancer gastrico tenian un riesgo mayor de
desarrollar atrofia [OR= 2.2, IC 95 % 1.26-3.82], y metaplasia intestinal [OR= 1.98,
IC 1.36-2.88] en comparacion con los controles. En otro estudio reciente con casos
y controles emparejados por edad y sexo, se observo que los familiares en primer
grado de pacientes con cancer presentaron un riesgo de 2.69 [IC 95 % 1.06—6.80]
para metaplasia intestinal antral en hombres. Pero cuando se evalué el riesgo en
poblacién general infectada por H. pylori se observé un incremento mayor [OR=
9.28, IC 95 % 4.73-18.18] para atrofia, [OR=7.81, IC 95 % 3.72-16.4] y metaplasia
intestinal antral (95). Adicionalmente, los familiares de pacientes con cancer gastrico
comunmente presentan una mayor prevalencia de lesiones precancerosas (279,
281). La razon por la cual una historia familiar de cancer gastrico es un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de lesiones preneoplasicas puede atribuirse
a polimorfismos genéticos heredables que incrementan la respuesta inflamatoria.
Igual impacto tienen los entornos socioecondmicos vulnerables compartidos (95), y
los factores ambientales incluyendo la infeccién por H. pylori, la ingesta excesiva de
sal y compuestos nitrados, y una deficiencia de antioxidantes en la dieta entre los
pacientes con cancer gastrico y sus familiares (272). En consecuencia, se
recomienda la erradicacion profilactica de H. pylori en familiares de pacientes con
cancer gastrico para contribuir a la prevencion del mismo (95).

En términos de factores ambientales, vivir en condiciones de hacinamiento (>3
personas/cuarto) fue otro importante factor asociado con el desarrollo de atrofia en
este estudio, pese al bajo nimero de individuos que manifestaron esta condicion.
Una explicacién para este hallazgo, es que el hacinamiento esta interrelacionado
con otros reconocidos factores de riesgo para la infeccion por H. pylori como un bajo
nivel socioeconémico y la convivencia con familiares portadores de la infeccién (101,
247), que en conjunto favorece la transmision de H. pylori dentro del nacleo familiar,
uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de lesiones precursoras,
y cancer gastrico (101, 279). Ademas, propicia la interaccion entre pacientes con
cancer gastrico y sus familiares, y como bien se ha documentado los familiares en
primer grado de pacientes con cancer gastrico tienen un riesgo incrementado de
atrofia y metaplasia intestinal (272, 279).

84



Otro factor ambiental que se asocié positivamente con un incremento en la
oportunidad de desarrollar atrofia gastrica fue el consumo de alcohol. EI consumo
de alcohol es una de las principales causas de morbilidad, discapacidad y
mortalidad en el mundo. Para el 2012, se estimo6 que 5.5 % de todos los casos de
cancer, y una proporcion similar de muertes por cancer se atribuyeron al consumo
de alcohol (282). El impacto del consumo de alcohol en el cAncer de cabezay cuello,
y en el carcinoma de células escamosas de esofago es bien conocido, pero el
namero de canceres asociados con el consumo de alcohol ha aumentado en los
altimos afos, y actualmente incluye cancer de colon, recto, higado, mama, y
pancreas (283). Una relacion entre el consumo de alcohol, y el riesgo de lesiones
precursoras y cancer gastrico es biologicamente admisible, y podria ser
dependiente de la dosis ingerida (284). En un reciente meta-analisis Tramacere et
al (284) en comparacion con no bebedores encontré un RR combinado de 1.07 [IC
95 % 1.01-1.13] para bebedores, y 1.20 [IC 95 % 1.01-1.144] para bebedores
pesados (= 4 copas/dia). Las estimaciones agrupadas fueron aparentemente mas
altas para cancer géastrico no cardias [RR=1.17, IC 95 % 0.78-1.75] que para cancer
de cardias [RR= 0.99 IC 95 % 0.67-1.47] en bebedores pesados. El modelo dosis-
riesgo estimé un RR de 0.95 [IC 95 % 0.91-0.99] para 10 g/diay 1.14 [IC 95 % 1.08
a 1.21] para 50 g/dia. Resultados similares fueron encontrados por Han et al (285)
en otro meta-analisis donde se observé que el consumo de alcohol increment6 el
riesgo de cancer gastrico [RR= 1.17 IC 95 % 1.00-1.34]. El modelo de dosis-
respuesta mostré que cada 10 g/dia de incremento en el consumo de alcohol se
asocié con un aumento del 7 % en el riesgo de cancer gastrico.

En conjunto ambos estudios, proporcionan evidencia que el consumo de alcohol es
un factor importante para cancer gastrico. Los mecanismos bioldgicos subyacentes
a esta asociacién no estan bien comprendidos. Aunque se reconoce que el consumo
excesivo de alcohol causa dafios en el estbmago y el duodeno al afectar la
integridad de la barrera mucosa predisponiendo a lesiones gastricas (258, 284).
Este dafio puede ser parcialmente explicado por el metabolismo oxidativo del etanol
que conduce a la formacién de acetaldehido y especies reactivas del oxigeno, el
estrés oxidativo generado en el estbmago a su vez induce a la peroxidacion lipidica
que conduce a la formacion de malondialdehido otro compuesto también
mutagénico (210). El acetaldehido y malondialdehido generados pueden unirse al
ADN vy las proteinas formando aductos estables con capacidad de inducir
respuestas pro-inflamatorias (286). La ingesta de alcohol también causa un
deterioro del sistema inmune que afecta la activacion y funcion de los linfocitos NK
(287), que desempefian un papel importante en la destruccién de las células
malignas (288). Es pertinente indicar que en este estudio no fue posible evaluar el
efecto del consumo moderado y pesado de alcohol por el reducido niamero de
sujetos en estas categorias. La ingesta de alcohol como factor asociado al
desarrollo de lesiones precursoras de cancer gastrico, es importante desde una
perspectiva de salud publica por ser un factor modificable.
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5.3.5 TNF-ay atrofia gastrica en poblacién LTBI

Dado que el TNF-a es mediador clave que se produce en gran cantidad en
respuesta a infecciones bacterianas e induce la transcripcion de un amplio repertorio
de citocinas y quimiocinas, amplificando la respuesta inflamatoria (289). Se esperé
encontrar una elevada cantidad de esta citocina en sangre de individuos con
tuberculosis latente coinfectados con H. pylori en comparacién con los individuos
sin coinfeccidn. Los niveles encontrados fueron ligeramente altos y no difirieron
entre ambos grupos. Dado que el TNF-a es una potente citocina que inhibe la
produccion de &acido gastrico favoreciendo el sobrecrecimiento de bacterias
sensibles al pH con la consecuente inflamacién asociada que lleva a atrofia (101).
Es de esperar que en presencia de moderados niveles de TNF-a sistémicos y
probablemente gastricos, los individuos LTBI coinfectados por H. pylori presentaran
una baja prevalencia de atrofia (9 %). Esta observacion esta apoyada por los niveles
moderados de TNF-a séricos observados en los individuos con atrofia gastrica que
no fueron superiores estadisticamente en comparacion con los individuos con
gastritis no atréfica. Estos hallazgos sugieren que aunque el TNF-a es esencial para
el control de la infeccion por M. tuberculosis (79) y H. pylori (289), otros factores
parecen ser necesarios para mantener el equilibrio entre inmunidad vy
susceptibilidad.

5.3.6 Cantidad de H. pylori en mucosa gastrica, inflamacion y severidad de
las lesiones

La inflamacién gastrica es el sello distintivo de la infeccién crénica por H. pylori, y
se piensa subyace a la enfermedad. Comprende una gama completa de células
inflamatorias, pero es predominantemente linfocitica. Sin embargo, en casos poco
comunes de infecciones cronicas, generalmente hay un componente neutrofilico en
la lamina propia, y se cree que es particularmente importante en la patogénesis a
través de la liberacién de mediadores inflamatorios perjudiciales como las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (107). La severidad de la inflamacion géastrica generada
por H. pylori se define en funcion de sus factores de virulencia, densidad bacteriana
y la respuesta inmune del hospedero. Esta ultima esta condicionada por los efectos
locales proinflamatorios de H. pylori dentro del estémago, y por la respuesta inmune
local y sistémica (107). Dado que mas de la mitad (62.8 %) de los individuos H.
pylori positivos en este estudio presentaron una cantidad moderada y escasa de la
bacteria se puede comprender la baja prevalencia de lesiones gastricas
precancerosas encontrada.

En apoyo de esta observacion, la densidad bacteriana se asocié en una relacion
“dosis-respuesta” con el nivel de inflamacion y la puntuacion obtenida en la escala
de Correa. De modo que en la colonizacion escasa solo 9.1 % de los individuos
tenia inflamacién severa, mientras en la colonizacién abundante 63.6 % de los
individuos tenia inflamacion severa. De ahi que los individuos con H. pylori en
cantidad abundante presentaran lesiones histopatolégicas mas avanzadas. Estos
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resultados concuerdan con lo reportado por Ghasemi et al (251) en poblacion irani,
quien observo que los pacientes con tasas de colonizacion de H. pylori escasa
presentaron el nivel mas alto de actividad leve (33.52 %). En contraste, aquellos con
colonizacion de H. pylori abundante presentaron el nivel mas alto de actividad
severa (43.75 %). Adicionalmente, también observaron una relacién significativa
entre densidad de H. pylori y los hallazgos histopatoldgicos incluyendo atrofia,
metaplasia intestinal y formacion de foliculos linfoides. En otro estudio realizado por
Alagoz et al (290) en Turquia, igualmente se demostrd una correlacién positiva (r=
0.72) entre la densidad de H. pyloriy la actividad de la infeccion (grado de infiltracion
neutrofilica). A la luz de estos hallazgos, y la alta prevalencia de H. pylori encontrada
en la poblacion de estudio, su erradicacion previo al desarrollo de atrofia constituye
una estrategia de prevencion que puede ayudar reducir o controlar las tasas de
incidencia de cancer gastrico.

5.3.7 Efecto de la coinfeccién por H. pylori y su cantidad en mucosa gastrica
sobre el diametro PPD

Dado que H. pylori es un patégeno cronico, y un estimulador activo de la respuesta
inmune innata y adaptativa a nivel local y sistémico (107), y se sabe qué altas
densidades de H. pylori pueden exacerbar esta respuesta (251). Se espero6 que en
el contexto de una coinfeccién por H. pylori, la continua inflamacion y estimulacién
de macrofagos y linfocitos T virgenes hacia un perfil Thl en respuesta a la infeccion
potencializara la respuesta inmune frente a la infeccidon por M. tuberculosis, una
especie de efecto “espectador” en individuos que ya estaban previamente
sensibilizados (LTBI). Sin embargo, la provocacién con el derivado proteico
purificado (PPD) de M. tuberculosis en individuos coinfectados por H. pylori no
mostré un incremento significativo en el diametro promedio de la induracion PPD
(una reaccion de hipersensibilidad retardada) en comparacion con los individuos sin
coinfecciébn. La densidad de H. pylori en la mucosa tampoco afectdé esta
observacion. Esto podria estar sugiriendo indirectamente que la respuesta inmune
frente a H. pylori no necesariamente mejora la respuesta inmune frente M.
tuberculosis como se ha indicado en algunos estudios (20, 33).

5.3.8 Limitaciones y fortalezas del estudio

Su disefio transversal no permitié establecer temporalidad o causalidad entre la
infeccion por H. pylori o el desarrollo de atrofia gastrica con los factores asociados.
La ausencia o baja frecuencia de participantes en el rango de edad de 14-19 impidi6
su uso como grupo de referencia para evaluar el efecto en el incremento de la edad
sobre la positividad a la coinfeccion por H. pylori, y el desarrollo de atrofia gastrica,
llevando a subestimar el riesgo de estas condiciones en relacioén con la edad, el cual
se sabe es mayor en personas de edad avanzada por tener una ventana mas amplia
de exposicion a H. pylori, y una disminucion de la funcién inmune relacionada con
el envejecimiento (258).
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No se incluyeron participantes de otras zonas de la ciudad (por ejemplo, del Oriente)
en donde conviven personas con deficientes condiciones socioecondmicas y de
higiene. No obstante, este sesgo de seleccion tuvo una influencia limitada en los
resultados dado que la prevalencia global de H. pylori encontrada fue alta. El tamafo
limitado de la muestra en el grupo H. pylori-negativo (n=16), y en los individuos H.
pylori-positivos con atrofia (n=7) dificulté las comparaciones entre categorias
llevando a un bajo poder estadistico que se vio reflejado en amplios intervalos de
confianza, y en la necesidad de simular un muestreo con 5000 muestras para
alcanzar la significancia estadistica para algunos de los factores incluidos dentro los
modelos multivariados.

Todos los individuos con atrofia incluidos en este estudio también tenian metaplasia
intestinal, esto puede representar un sesgo hacia la identificacion de factores
asociados con el desarrollo de atrofia. Pese a ello, los hallazgos encontrados son
validos dado que la metaplasia intestinal es una consecuencia de la atrofia segun el
modelo propuesto para cancer gastrico tipo intestinal (291). Existe una posibilidad
de clasificacion erronea de los bebedores por el sesgo de autoreporte. No se puede
descartar un posible efecto de confusion residual producto de factores
desconocidos o0 no medidos sobre las asociaciones observadas.

Pese a estas limitaciones, este es un estudio Unico en Colombia que proporciona
informacion valiosa sobre la prevalencia de la infeccion por H. pylori y lesiones
precursoras de cancer gastrico, e identifica factores asociados importantes para la
adquisicién de la infeccion y la progresion a atrofia en una subpoblacién con
infeccion tuberculosa latente de base.

5.3.9 Conclusiones y recomendaciones

En Colombia, el cancer gastrico ocupa el tercer puesto en incidencia y el primero en
mortalidad por enfermedades malignas en hombres, lo que exige una mejora en las
estrategias de mitigacién. La sola infeccién por H. pylori no parece justificar el riesgo
aumentado para el desarrollo de lesiones precursoras y cancer gastrico. El
mejoramiento de las condiciones de saneamiento e higiene, la promocion de habitos
nutricionales saludables, y la erradicacion de H. pylori en conjunto constituyen
estrategias clave de prevencion primaria que deben ser consideradas. Sin embargo,
gran parte de los esfuerzos en la prevencion de este tipo de cancer deben ser
enfocados en la identificacion de los factores de riesgo (bacterianos, ambientales, y
genéticos) asociados con la adquisicion de la infeccion, y su progresion a lesiones
preneoplasicas. Ademas de la vigilancia constante en la prevalencia de la atrofia, y
metaplasia intestinal dentro de la poblacion orientada a la deteccion temprana y
tratamiento.

En conclusion, entre los individuos con infeccion tuberculosa latente, la prevalencia

de H. pylori diagnosticada por histopatologia fue elevada (83 %) reflejando la alta
carga de infeccion por H. pylori y su transmision continua en la comunidad. Residir
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en la zona norte de la ciudad, no realizar actividad fisica regular, y la ausencia de
cicatriz BCG incrementaron la oportunidad de adquirir la infeccion por H. pylori,
aungue esta asociacion no fue significativa. La prevalencia de atrofia gastrica fue
baja (9.6 %), y varios factores tradicionalmente asociados con el desarrollo de
adenocarcinoma gastrico distal (Edad, género, hacinamiento, consumo de alcohol,
sobrepeso, e historia de cancer gastrico familiar) se asociaron significativamente
con la presencia de atrofia. Mientras factores como la cantidad de H. pylori en la
mucosa gastrica y la inflamacion asociada no mostraron ninguna asociacion con
atrofia, sugiriendo que los factores ambientales y del hospedero son determinantes
claves en la progresion hacia atrofia gastrica dentro de la poblacion. Una posible
explicacion es que la bacteria reduce su interaccion con el hospedero para evitar la
progresion desde una gastritis asintomatica a una seria destruccion del tejido
(atrofia) que afecte su microambiente.

Cabe destacar que la edad a partir de los 40 afios, el género masculino, y un bajo
consumo de alcohol fueron factores asociados comunes para la adquisicion de la
infeccion por M. tuberculosis y el desarrollo de atrofia en este estudio. Por lo que
este grupo de individuos debe ser considerado de alto riesgo para la adquisicion de
la infeccién por M. tuberculosis y H. pylori, y sus complicaciones asociadas.
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6 CAPITULO 3. EFECTO DE LA INFECCION SIMULTANEA CON H. pylori Y
SU VIRULENCIA SOBRE LA RESPUESTA INMUNE A M. tuberculosis

H. pylori y M. tuberculosis son los patégenos bacterianos mas prevalentes a nivel
mundial. En muchas poblaciones principalmente de paises en desarrollo, estas
infecciones comunes coexisten interactuando con el sistema inmune del hospedero
sin causar dafio en la mayoria de los infectados. Casi nada se sabe acerca del
entrecruzamiento de estas infecciones. Por lo anterior, uno de los objetivos del
presente trabajo fue evaluar el efecto de la infeccion simultanea con H. pylori y su
virulencia sobre la respuesta inmune frente a M. tuberculosis. Se analizaron
muestras de 94 individuos con infeccion tuberculosa latente sometidos a
endoscopia y venopuncién. Las biopsias gastricas y muestras de sangre, se
emplearon para aislamiento de H. pylori, obtencibn de ADN vy células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). A partir del ADN bacteriano y
gendmico obtenido, se realizaron estudios de genotipificacion de H. pylori. Un
subgrupo de muestras de PBMCs de 17 individuos coinfectados por H. pyloriy 14
sin coinfeccidn, se emplearon para caracterizar los perfiles inmunes de 11 citocinas
(IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IP-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IFN-y, y TNF-a) y su
respuesta a antigenos micobacterianos después de 72 horas de estimulo. Muestras
de heces se emplearon para diagndstico de helmintos intestinales. La prevalencia
de genotipos de alta virulencia fue del 100 % (7/7) en individuos con gastritis
atréfica, y del 50 % (32/64) en individuos sin atrofia. El alelo vacA m1 mostré una
alta prevalencia en individuos con atrofia (p=0.038). El nivel de inflamacion y las
lesiones histopatoldgicas en la mucosa gastrica mostraron relacién con la virulencia
bacteriana (p<0.05). En los 31 individuos seleccionados para estudios de perfil
inmune, la coinfeccion con H. pylori especificamente con genotipos de alta
virulencia, se asocid con una reduccion en los niveles de IP-10 (p=0.04), y una
tendencia hacia la reducciéon en los niveles de IFN-y e IL-2. El analisis de
componentes principales (CP) generé 3 componentes. El CP1 compuesto por IFN-
Y, IL-2, IL12p70 e IL-13. El CP2 compuesto por IL-10, TNF-a e IL-1B, y el CP3
compuesto por IL-17 e IP-10. El promedio de las puntuaciones obtenido para el CP1,
evidencié que los individuos coinfectados por H. pylori en comparacion con los
individuos sin coinfeccién, presentaron un puntaje promedio menor. Para el CP2,
las puntuaciones entre ambos grupos no mostraron diferencias. El genotipo
bacteriano no se asocié con ninguno de los dos componentes. Ningun individuo
presentd helmintos coinfectantes. Estos hallazgos sugieren que la coinfeccion por
H. pylori se asocia con una reduccion en la respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente
antigenos micobacterianos que parece estar influenciada por la virulencia
bacteriana. Esto podria modificar el riesgo de progresion a tuberculosis activa con
importantes implicaciones para el control de la enfermedad.
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6.1 MATERIALES Y METODOS

6.1.1 Disefo del estudio y poblacion

Aislados de H. pylori, biopsias gastricas, y muestras de sangre obtenidas a partir de
94 individuos con infeccién tuberculosa latente, y sintomas de dispepsia, se
emplearon para la extraccion del ADN, y la obtencion de PBMCs. A partir del ADN
bacteriano y gendmico obtenido, se realizaron estudios de genotipificacion. 31
muestras de PBMCs correspondientes a 17 individuos H. pylori-positivo y 14
individuos H. pylori-negativo se seleccionaron para la caracterizacion de perfiles
inmunologicos (Figura 9).

6.1.2 Métodos de biologia molecular
6.1.2.1 Extraccion de ADN a partir de aislados de H. pylori

A partir de cultivos puros obtenidos de biopsias gastricas, se tomaron colonias
Unicas con un asa de transferencia o hisopos de algodén, y se lavaron en tubo de
1.5 mL con 200 pL de solucién salina normal estéril (0.89 %). El contenido de los
tubos se homogeniz6 en un vértex por 10 segundos y se centrifugd en una
microcentrifuga universal 320R (Hettich Inc, Tuttlingen, Alemania) a 13.000 rpm por
2 minutos a 4C°. Posteriormente, se descarté el sobrenadante y se resuspendio el
pellet bacteriano en 300 pyL de buffer de lisis (3 pL de Tris HCL 1M, pH 8.0
(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos), 3 uyL de EDTA 0.5 M (Calbiochem®,
Gibbstown, NJ, Estados Unidos), 15 yL de SDS 10 % (Calbiochem®, Gibbstown,
NJ, Estados Unidos), 3 yL de proteinasa K (10 mg/mL) (Invitrogen®, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) y 276 pyL de agua destilada) y se incubd en un bloque seco
(Labnet®, Edison, NJ, Estados Unidos) a 56°C por 18 horas. A continuacién, se
inactivo la proteinasa K por calentamiento a 70°C por 10 minutos, y se adicion 120
pL de NaCl 5M (Calbiochem®, Gibbstown, NJ, Estados Unidos), se homogenizo por
vortex y se centrifug6 por 5 min a 13.000 rpm, el sobrenadante fue transferido a otro
tubo en el cual se adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto (Mallinckrodt®,
St.Louis, MO, Estados Unidos), una vez mas se centrifugdé a 13.000 rpm por 20
minutos, a continuacion se descart6 el sobrenadante, y se agregd 200 uL de etanol
al 70 %. Nuevamente se centrifug6 por 5 minutos a 10.000 rpm, y luego se descarto
el sobrenadante. Cada tubo se dej6é secar por inversién a temperatura ambiente.
Finalmente, se adicionaron 50 pL de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 (Promega®,
Madison, WI, Estados Unidos), EDTA 1 mM, pH 8.0 (Calbiochem®, Estados
Unidos), y se almacendé el ADN a -20°C. La cantidad y la pureza del ADN bacteriano,
se determind por lectura de densidad 6ptica a 260/280 nm en espectrofotbmetro
(NanoDrop One® ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.
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6.1.2.2 Extraccion de ADN gendmico a partir de biopsias gastricas

Solo para aquellos individuos H. pylori-positivo por histologia que no presentaron
crecimiento bacteriano en cultivo para ninguna de las tres biopsias gastricas (No.1,
No.7 y No.9), se procedio a la extraccion de ADN genomico a partir del macerado
de biopsia gastrica que se conservd en cada caso durante el procedimiento de
cultivo y aislamiento primario descrito en el capitulo 2 (seccion 5.1.3.4, pagina). El
ADN fue extraido siguiendo el mismo protocolo de digestion con proteinasa K, y
precipitacion con etanol empleado para colonias bacterianas.

6.1.2.3 Marcadores de virulencia para H. pylori

Para caracterizar la virulencia de los aislados de H. pylori, se llevaron a cabo
reacciones de PCR por separado para los genes vacA, cagA, y motivos EPIYA.

6.1.2.4 Amplificacién de laregidon s del gen vacA

Para amplificar la region s del gen vacA que codifica el péptido sefal, se utilizaron
los cebadores VA1F (5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3) y VA1IR (5-
CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’) que amplifican un fragmento de 259 pb (alelo s1)
y 286 pb (alelo s2) (292). La reaccién se llevd a cabo en un termociclador (Swift
MiniProTM, Esco Tecnologies, Hatboro, PA, Estados Unidos) en volumen final de
25 uL conteniendo: 5 pL de Buffer de PCR (10 mM de Tris-HCI pH 8.0 y 50 mM de
KCI- Promega®, Madison, WI, Estados Unidos), 0.2 mM de dNTPs
(desoxirribonucleosidos 5'-trifosfato — dATP, dCTP, dGTP y dTTP — Promega®), 25
pmol de cada oligonucleétido, 1.5 mM de MgCl2 y 1 U Go Taq polimerasa
(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos). Al final de la mezcla, se adicioné 1 L
de ADN. Las condiciones de amplificacion consistieron en una desnaturalizacion
inicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 45 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 52°C por
1 minuto y 72 °C por 1 minuto, seguido por una extension final de 5 minutos a 72°C.
En cada experimento, se incluyeron como controles positivos cepas de H. pylori que
han sido aisladas de pacientes con gastritis crénica y confirmadas por
secuenciacion, PZ5085 (vacA s2) y PZ5080 (vacA sl).

6.1.2.5 Amplificacién de laregién m del gen vacA

Para la deteccion de la region m del gen vacA que codifica para la subunidad p55
de la proteina VacA, se emplearon los cebadores HPMGF (5-CACAGCCACTTT
CAATAACGA-3’) y HPMGR (5-CGTCAAAATAATTCCAAGGG-3’) que resultaron
en la amplificacién de un fragmento de 401 pb (alelo m1) y 476 pb (alelo m2) (293).
La reaccién de PCR, se llevd a cabo en un termociclador (Swift MiniPro™, Esco
Tecnologies, Hatboro, PA, Estados Unidos) a volumen final de 25 pL conteniendo:
5 pL de Buffer de PCR (10 mM de Tris-HCI pH 8.0 y 50 mM de KCI- Promega®,
Madison, WI, Estados Unidos), 0.2 mM de dNTPs (desoxirribonucleosidos 5'-
trifosfato — dATP, dCTP, dGTP y dTTP — Promega®, Madison, WI, Estados Unidos),

92



25 pmol de cada oligonucledtido, 1.5 mM de MgClzy 1 U Go Tag polimerasa
(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos). 1 yL de ADN fue adicionado en cada
reaccion. El programa de amplificacion consistié en 9 minutos de pre-incubacion a
94°C, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 45 segundosy 72°C
por 45 segundos. Posteriormente se realizé una extension final a 72 °C por espacio
de 5 minutos. En cada experimento, se incluyeron como controles positivos las
cepas de H. pylori Tx30a (ATCC 51932) y ATCC 43504 que corresponden a los
alelos m2 y m1, respectivamente.

6.1.2.6 Amplificacion del extremo 5’ del gen cagA

Con el fin de detectar la presencia del islote de patogenicidad cag, se amplificé el
gen terminal en el islote el cagA, comunmente usado como marcador para el locus
cag completo (101). Se emplearon los cebadores cagAF (5-TTGACCAACAACCAC
AAACCGAAG-3) vy cagAR (5-CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC-3) que
amplificaron un fragmento de 183 pb del extremo 5’ del gen cagA (293). La reaccién
de PCR se realiz6é en un volumen final de 25 uL de una solucion compuesta por 50
pmol de cada cebador, 0.2 mM dNTP (Promega®, Madison, WI, Estados Unidos),
1.5 mM de MgCl2 y 0.5 U de Go Tagq DNA polimerasa (Promega®, Madison, WI,
Estados Unidos) y 1 ul del ADN extraido a partir de los aislados de H. pylori. El
programa de PCR, se desarrollé en un termociclador automatico (Swift MiniPro™,
Esco Tecnologies, Hatboro, PA, Estados Unidos) comprendiendo una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguido por 45 ciclos de: 95°C por 1
minuto, 52°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, seguido por una extension final de
5 minutos a 72°C. En cada experimento, se incluy6 un control negativo, en este caso
ADN de la cepa de referencia H. pylori Tx30a (ATCC 51932), y un control positivo
cepa H. pylori 26695 (ATCC 700392).

6.1.2.7 Evaluacion de la ausencia del cag PAI por PCR sitio-vacio

Los aislados negativos para el gen cagA fueron en todos los casos confirmados por
PCR cag sitio-vacio “empty-site” empleando los cebadores ES-F (5'-
AAGAGAGAGTGG TGCGAT-3") y Rnew-1R (5-TCATGCGAGCGGCGATGTG-3)),
al detectarse un fragmento de 106 pb que indica la pérdida del cag PAI (294). La
reaccion de PCR se realizé en un termociclador (Swift MiniPro™, Esco Tecnologies,
Hatboro, PA, Estados Unidos), y consistié en una mezcla de 0.6 U de Hot start Gold
Taqg polimerasa (Roche®), 2 pL de tampon de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8.0,
50 mM de KCl y 1.5 mM MgCl2 Roche®), 0.3 mM de dNTP y 0.3 uM de cada
oligonucledtido forward y reverse, y 1 uL de ADN en un volumen final de 20 pL. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 minutos,
seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto,
seguida de una extension final a 72°C por 5 minutos. En cada experimento, se
incluyé como control positivo la cepa de referencia H. pylori Tx30a (ATCC 51932),
control negativo la cepa H. pylori 26695 (ATCC 700392), junto con controles de
inhibicion de cada muestra. Estos ultimos, utilizados para descartar resultados
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falsos negativos y, consisten en reacciones que contienen ADN de las muestras
problema contaminados con ADN de H. pylori del control positivo.

6.1.2.8 Amplificacién de laregidn variable 3' del cagA

Para confirmar la presencia del cag PAI, y caracterizar el nUmero de motivos EPIYA
presentes en la region variable 3' del gen cagA, se realiz6 una reaccién de PCR
utilizando los cebadores cagA2530S y cagA3000AS que delimitan una regién entre
las posiciones 582453 a 582977 con referencia al genoma de la cepa H. pylori
26695 (121). La amplificacion se realizé en un termociclador (Swift MiniPro™, Esco
Tecnologies, Hatboro, PA, Estados Unidos) en un volumen final de reacciéon de 50
ML que contenia 10 mM Tris, 50 mM KCI, 1.5 mM MgClz, 1 U de Go taqg polimerasa
(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos), 200 uM de dNTPs, 0.5 yM de cada
cebador, y 2 uL de ADN. Las condiciones de la PCR incluyeron un paso inicial de
desnaturalizacién 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 50°C por 45 segundos, y 72°C por 45 segundos, y una extension final de
72°C por 5 minutos. En aquellos casos en los que no se evidencid una banda clara
o presencia de amplificado, se realiz6 una segunda PCR bajo las mismas
condiciones, empleando 1 pL del amplificado inicial, junto con los respectivos
controles para detectar posible contaminacién cruzada. Durante el desarrollo de los
ensayos, se utilizaron las cepas 26695 (ATCC 700392) (numero de acceso
AE000511.1) como control de tamafio de la secuencia nucleotidica que codifica para
tres motivos EPIYA-ABC (470 pb £ 25 pb), y la cepa ATCC 43504 que presenta un
motivo EPIYA-ABCCC (670 pb = 25 pb), asi la prediccion del numero de
repeticiones de los motivos EPIYA fue posible por comparacion directa de los
tamafos correspondientes a los amplificados de PCR.

6.1.2.9 Electroforesis de los amplificados

Todos los amplificados obtenidos en cada una de las reacciones de PCR descritas
anteriormente, se corrieron en un gel de agarosa (SeaKim®, FMC Biolabs) al 2 %,
tefiida con 2 uyL de SYBR™ Safe DNA (Thermo Fisher Scientific Inc, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) en una camara de electroforesis (Fotodyne Inc, Hartland, WI,
Estados Unidos) a un voltaje de 75 V por 40-50 minutos proporcionado por una
fuente de poder EC 105 (Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC, Estados
Unidos). Los amplificados fueron visualizados en un transiluminador Safe Imager™
Blue Light (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) a una intensidad de 470 nm.

6.1.2.10 Clasificacién de la virulencia bacteriana

El genotipo de las cepas de H. pylori presentes en cada participante, se clasifico
con base a la combinacion de los marcadores cagA+, cagA sitio-vacio, y vacA alelos
my s. Lo que permitié, identificar 10 diferentes combinaciones de genotipos (Anexo
6). La positividad para el gen cagA fue un indicador de actividad citotoxica. Mientras
la positividad para el PCR sitio-vacio indico la ausencia del islote cag, y por tanto,

94



la carencia de actividad citotdxica. Para el gen vacA, se consideraron las cepas
vacA s1/ml con actividad vacuolizante completamente activa, las cepas vacA s2/m2
carentes de actividad vacuolizante, y las cepas vacA s1/m2 y s2/m1 con actividad
vacuolizante intermedia. La presencia de cada marcador genético fue graduada
basado en sus efectos sobre lineas celulares segun lo reportado en la literatura
(Tabla 18) (28, 295). Este sistema de graduacién permitié construir una escala para
clasificar la virulencia en 3 categorias: alta (6+), intermedia (5+ a 4+), y baja (3+ a
1+). En los casos con infeccién por multiples cepas de H. pylori, se considero la
categoria mayor para determinar la virulencia de cepa infectante (Anexo 6).

Tabla 18. Sistema de graduacion para los factores de virulencia cagA
y vacA basada en sus efectos a nivel celular

Marcador *Actividad

genético celular
cagA
Positivo ++
Negativo -
vacA
ml ++
m2 +
sl ++
s2 -

+Magnitud del efecto, - sin efecto
*Actividad: efectos perjudiciales de la
proteina sobre las células epiteliales.

6.1.3 Métodos de inmunologia

6.1.3.1 Aislamiento y preservacion de ceélulas mononucleares de sangre
periférica (PBMC)

Tres viales de 4 mL de sangre completa con EDTA por paciente fueron sometidos
a centrifugacion a 1200 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para la
obtencion de plasma, el cual se recuperd y almacend en tubos de 1.5 mL a -80°C
para posteriores estudios. La fase celular restante, se diluyé en medio RPMI 1640
con L-glutamina y bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich, Milwaukee, WI, Estados
Unidos) a una proporcion 1:1. Posteriormente, se adicion6 2 mL de Ficoll-
Histopaque® (Sigma Aldrich, Milwaukee, WI, Estados Unidos), y se centrifugd a
2000 rpm por 25 minutos a temperatura ambiente. Las células mononucleares se
recuperaron de la interfase, y se resuspendieron en 4 mL de RPMI seguido por una
centrifugacion a 1500 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se descarto, y el botdn
celular fue resuspendido en 1 mL de RPMI con 10 % de Suero fetal bovino
inactivado (SFB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC, Estados
Unidos). A continuacion, se realizé un recuento y evaluacién de la viabilidad celular
con azul de tripan al 0.4 % en camara de Neubauer. Posteriormente, se adiciono 1
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a 2 mL de medio de preservacion conteniendo SFB + 20 % Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma Aldrich, Milwaukee, WI, Estados Unidos) ajustando la concentracion final
entre 3 a 5 x 10 células por mL. Cada 1 mL de la suspension celular, se alicuot6 en
tubos criogénicos que se almacenaron en nitrégeno liquido.

6.1.3.2 Descongelamiento de PBMCs

Los crioviales a emplear preservados en nitrogeno liquido fueron colocados en bafio
maria 37°C por algunos minutos, evitando su descongelacion total. A continuacion
1 mL de suero fetal bovino inactivado por calor (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc,
Asheville, NC, Estados Unidos) fue adicionado al criovial, y el contenido del tubo fue
colocado en un tubo de 15 mL (Falcon™, Fisher Scientific, Estados Unidos).
Posteriormente, se adicionaron 10 mL de RPMI 1640 con L-glutamina y bicarbonato
de sodio (Sigma Aldrich, StLouis, MO, Estados Unidos), se centrifugd a 1200 rpm
por 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante fue descartado. Este paso se repitié una
vez mas. El boton celular obtenido, se resuspendié en 1 mL de medio RPMI 1640,
y se homogenizo por pipeteo. Finalmente, se realizd un recuento y evaluacion de la
viabilidad celular con azul de tripan al 0.4 %.

6.1.3.3 Antigenos

Como estimulo antigénico se emplearon proteinas filtradas del cultivo (CFP) de M.
tuberculosis cepa H37Rv (No. NR-14825, BEI Resources, Estados Unidos) que
contenian la mayoria de las proteinas secretadas, y la proteina recombinante de
secrecion temprana 6 (ESAT-6) de M. tuberculosis (No. NR-49424, BEI Resources,
Estados Unidos). El activador policlonal de linfocitos T, fitohemaglutinina-P (PHA-P)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) fue usado como control positivo, y
se incluy6 un control sin estimulo (medio RPMI completo) para cada individuo. Las
concentraciones finales a emplear fueron 20 pg/mL para CFP y ESAT-6, y 10 pg/mL
para PHA.

6.1.3.4 Estandarizacién del tiempo 6ptimo de incubacién para los antigenos y
el mitégeno empleado

Para estandarizar las condiciones de cultivo de los PBMCs, se selecciond un
participante con un adecuado recuento de PBMCs, sus células se descongelaron, y
se ajustaron a una densidad de 3.2 X 108 células en un volumen de 800 pL
empleando medio RPMI 1640 completo (Sigma Aldrich, Milwaukee, WI, Estados
Unidos) suplementado con 1X antibidticos (penicilina/estreptomicina) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC, Estados Unidos), 20 % de SFB
inactivado por calor (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC, Estados
Unidos), 1 % de aminoacidos no esenciales (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc,
Asheville, NC, Estados Unidos), y 1 % de piruvato de sodio (Sigma Aldrich,
Milwaukee, WI, Estados Unidos). Un volumen de 100 uL de la suspension (4 X 10°
células) fue adicionado en 8 pozos repartidos en dos filas (4 pozos por fila) de una
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microplaca para cultivo celular de 96 pozos fondo redondo (Celltreat®, Scientific
products, Estados Unidos). Posteriormente, 100 uL de cada antigeno (RPMI solo,
CFP, ESAT-6 y PHA) fueron adicionados a cada pozo por fila para completar un
volumen final de 200 pL por pozo. Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera
de COzal 5 %, y 100 % de humedad durante 48, 72, 96 y 120 horas.

La primera fila se emple6 para monitorear el crecimiento celular a 48 y 72 horas, y
la segunda fila para monitorear el crecimiento a 96 y 120 horas. Pasadas 48 horas,
se retir0 la microplaca de la incubadora, y se observo la proliferacion celular en un
microscopio de campo invertido, 100 pyL del sobrenadante de cada pozo de la
primera fila fueron recolectados y dispuestos en una nueva microplaca de 96 pozos,
el cual fue cubierto y almacenado a -70°C. A las 72 horas, se retir6 la microplaca de
la incubadora, y se retiraron 90 pL del sobrenadante restante de cada pozo de la
primera fila, y se almacenaron en la microplaca previamente congelada a -70°C, los
10 pL del sobrenadante restante, se emplearon para recuento y evaluacién de
viabilidad celular con azul de tripan 0.4 %. Después de 96 horas, se retird la
microplaca de la incubadora, y se observo la proliferacion celular en el microscopio
de campo invertido, 100 uL del sobrenadante de cada pozo de la segunda fila fueron
recolectados, y dispuestos en el plato de 96 pozos junto con los otros sobrenadantes
previamente almacenados.

Finalmente, a las 120 horas la microplaca fue retirada de la incubadora, y se
retiraron 90 uL del sobrenadante de cada pozo de la segunda fila, los cuales se
almacenaron a -70°C, y los 10 pL del sobrenadante restante se emplearon para
recuento y evaluacién de viabilidad celular con azul de tripdn 0.4 %. Los
sobrenadantes almacenados, se emplearon para un ensayo inmuno-enzimatico de
IFN-y.

6.1.3.4.1 Elisa cuantitativo para IFN-y

El IFN-y una citocina clave en la respuesta inmune frente antigenos micobacterianos
(75) fue medido en sobrenadantes de cultivo celular incubados 24, 48, 72 y 120
horas. Se seleccioné el IFN-y para los ensayos de estandarizacion por ser una
citocina producida por linfocitos NK en la respuesta innata, y por linfocitos T CD4* y
CD8* en la respuesta inmune celular, y en conjunto estas células con los linfocitos
B constituyen la principal proporcion celular (70-90 %) presente en PBMC (296), por
lo que, se esperd detectar concentraciones medibles de esta citocina en los retos
antigénicos previamente realizados.

Para el ensayo se empled un kit de ELISA comercial para IFN-y humana (KHC4021,
Invitrogen, Frederick, MD, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Inicialmente, se adicionaron 50 pL de la solucion de incubacion a todos los pozos
de la microplaca que se emplearon, a excepcion de los pozos para el blanco del
cromogeno. Luego, se adicion6 50 pL de la solucion para dilucion de estandares a
los pozos para el blanco. Diluciones seriadas (1:2) de un estandar de IFN-y de 1000
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pg/mL se emplearon para crear una curva estandar de 7 puntos con el limite inferior
a 15.6 pg/mL. 50 yL de los estandares, muestras, y controles fueron adicionados a
los pozos respectivos. Luego, 50 pL de IFN-y humano conjugado con biotina fueron
adicionados a cada pozo, excepto los pozos para el blanco del cromégeno. La
microplaca se cubrid, y agitd por 4 minutos en un agitador, luego se incubo por 1
hora y 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los pozos fueron
lavados con 400 pL de solucion de lavado, tres veces. Se adicionaron 100 uL de
estreptavidina peroxidasa a los pozos excepto los pozos para el blanco del
cromogeno, y se incubd por 45 minutos a temperatura ambiente. Esta solucion fue
removida, y se lavaron los pozos con 400 pyL de solucién de lavado, tres veces.
Luego, se adicionaron 100 uL de estabilizador de cromégeno (Tetrametilbenzidina)
a todos los pozos, y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad.

Finalmente, 100 uL de solucion de parada fueron adicionados a todos los pozos, y
se midi6é la absorbancia de cada pozo empleando un lector de ELISA (Stat Fax-
2100, Awareness Tecnology INC, Estados Unidos) con un filtro de 450 nm. A la
absorbancia obtenida en cada pozo conteniendo estandares, muestras y controles,
se sustrajo la absorbancia de fondo, y a partir de las absorbancias obtenidas para
los estandares se realizd una regresion lineal que permitid interpolar la
concentracion de IFN-y en pg/mL para cada muestra. La cantidad minima detectable
de este ensayo fue de 4 pg/mL. Se observé que, entre las 72 y 96 horas de
incubacion, se detectdé la mayor producciéon de IFN-y, especificamente CFP
funcioné mejor a las 72 h, mientras ESAT-6 funcioné mejor a las 96 h. A las 120 h
la produccién de esta citocina mostré un descenso en su produccion frente a los
tres antigenos (CFP, ESAT-6 y PHA).

6.1.3.5 Cultivo y estimulacion antigénica de PBMCs

Después de estandarizar, y definir las condiciones Optimas para el cultivo de los
PBMCs, se seleccionaron 31 individuos (17 H. pylori-positivo y 14 H. pylori-negativo)
todos con infeccion tuberculosa latente. Los PBMCs de los individuos seleccionados
fueron descongelados, y se ajustaron a una densidad de 2.8 X 10° células en un
volumen de 700 yL empleando medio RPMI 1640 completo (Sigma Aldrich,
Milwaukee, WI, Estados Unidos) suplementado con 1X antibi6ticos
(penicilina/estreptomicina) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC,
Estados Unidos), 20 % de SFB inactivado por calor (Gibco, Thermo Fisher Scientific
Inc, Asheville, NC, Estados Unidos), 1 % de aminoacidos no esenciales (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc, Asheville, NC, Estados Unidos). Un volumen de 100
uL de la suspension (conteniendo 4 X 10° células) fue agregado en 6 pozos por fila
para cada individuo empleando microplacas de cultivo celular de 96 pozos fondo
redondo (Celltreat®, Scientific products, Estados Unidos). Posteriormente, 100 uL
de cada antigeno (RPMI solo, CFP 20 pg/mL y PHA 10 pg/mL) fueron adicionados
por duplicado a los pozos por cada fila, completando un volumen final de 200 uL por
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pozo. Las microplacas con la suspension celular, se incubaron a 37°C en una
atmosfera de COzal 5 %, y 100 % de humedad durante 72 y 96 horas.

Por cada microplaca, PBMCs de 4 a 6 individuos fueron cultivados. A las 72 horas,
se retiraron las microplacas de la incubadora, y se observo la proliferacion celular
en un microscopio de campo invertido, 100 uL del sobrenadante en cada pozo por
fila fueron recolectados y dispuestos en microplacas nuevas de 96 pozos e
igualmente por filas, las cuales fueron cubiertas y almacenadas a -70°C. Después
de 96 horas, se retiraron nuevamente las microplacas de la incubadora, y se
recolectaron 90 pL del sobrenadante restante de cada pozo por fila, y se
almacenaron en nuevas microplacas de 96 pozos por filas, las cuales fueron
cubiertas y almacenadas a -70°C.

6.1.3.6 Estudio de perfiles de citocinas

Para estandarizar los ensayos, los sobrenadantes obtenidos a partir de los cultivos
celulares estimulados y sin estimular por 72 y 96 horas de dos individuos (LTBI+/H.
pylori+) seleccionados aleatoriamente fueron descongelados, y se prepararon para
andlisis en la plataforma LUMINEX®MAP empleando un kit personalizado con perlas
magnéticas recubiertas (Milliplex®MAP, Millipore, Bellerica, MA, Estados Unidos)
para deteccion de citocinas y quimiocinas en humanos de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los analitos analizados fueron: IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-10, IP-10 (CXCL10), IL-12p70, IL-13, IL-17, IFN-y, y TNF-a basados en estudios
previos (20, 33, 297), y por su papel en las infecciones estudiadas. Los
experimentos se realizaron por duplicado.

Inicialmente, se adicion6 200 pyL de solucién de lavado en cada pozo de una
microplaca con filtro (MultiScreen®, Millipore, Irlanda), se sell6 y se mezclé en un
agitador de placas durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
elimind la solucion de todos los pozos empleando una unidad de filtracion al vacio
(MultiScreen®xts, Millipore, Irlanda). Diluciones seriadas (1:5) de un estandar de
citocinas humanas de 10.000 pg/mL, se empled para crear una curva logistica de 5
parametros (5PL) con el limite inferior a 3.2 pg/mL. A continuacion, 25 uL de cada
estandar, y de los controles de calidad fueron adicionados a los pozos respectivos.
Luego, 25 pL del buffer de ensayo fueron adicionados a los pozos para las muestras.
Posteriormente, se adiciond 25 pyL en cada pozo de las perlas magnéticas
recubiertas con anticuerpos especificos para cada citocina previamente mezcladas
en partes iguales. La microplaca se cubrid, y se agit6 toda la noche en un agitador
orbital de placas (Flask dancer, Boekel Scientific, Feasterville, PA, Estados Unidos)
a4°C.

A las 24 horas, se retir6 el contenido de los pozos, y se lavé la microplaca con 200
ML de tampon de lavado dos veces, y el contenido fue removido por filtracion al
vacio. Luego, se adiciono 25 uL del anticuerpo de deteccion en cada pozo, la
microplaca fue cubierta con papel aluminio, y se incubé en agitacion por 1 hora a
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temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciond6 25 pL de estreptavidina-
ficoeritrina a los pozos. La microplaca fue nuevamente cubierta con papel aluminio,
y se incubd en agitacion por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se retiro el
contenido de los pozos, y se lavo la microplaca con 200 yL de tampén de lavado
dos veces, y el contenido fue removido por filtracion al vacio. Finalmente, 150 pL
del fluido de revestimiento (Luminex® Sheath fluid, EMD Millipore, Estados Unidos)
se adicionaron a todos los pozos, y la microplaca se agité por 5 minutos en un
agitador orbital. La adquisicion de los resultados, se realizé en un lector Luminex®
200™ (Luminex, Estados Unidos) con el software XPONENT® (Luminex, Estados
Unidos) que midio la intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada citocina en
cada pozo conteniendo estandares, controles de calidad y muestras, y los expreso
en pg/mL empleando una curva logistica de 5 pardmetros (5PL) con una
ponderacion 1/Y”2 construida a partir de las concentraciones conocidas de los
estandares.

Se observé que las concentraciones de IFN-y, IL-13, IL-10, IL-2, IL-12p70, e IP-10
(CXCL10) en sobrenadantes de PBMCs estimulados por 72 horas o 96 horas
presentaban niveles detectables y con diferencias minimas. Mientras los niveles de
IL-18 aumentaron, y los niveles de TNF-a se redujeron con el tiempo. En contraste,
los niveles de IL-4, IL-5, e IL-17 se encontraron por debajo de los limites de
deteccién para ambos tiempos de incubacidén. A partir de estos resultados, se
seleccionaron los sobrenadantes obtenidos a las 72 horas con estimulo y sin
estimulo antigénico de los 29 individuos restantes para analisis en la plataforma
LUMINEX®MAP siguiendo las condiciones anteriormente descritas.

6.1.3.7 Andlisis sanguineos

Para descartar cualquier posible alteracion de los parametros hematolégicos y del
estado de hierro que pueda estar asociada con infecciones cronicas (298) e
influencie los hallazgos, se realiz6 un conteo sanguineo completo usando un
analizador automatizado de hematologia Sysmex XT 1800i (Sysmex Corporation,
Kobe, Japan) que utiliza los principios de la citometria de flujo para los conteos
celulares. Ademas, se determind la concentracion de ferritina sérica por un
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia, y la concentracion de hierro sérico y
transferrina por inmunoturbidometria.

6.1.3.8 Diagnostico de parasitos intestinales

Considerando la posible polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil Th2
asociado con la infestacion por parasitos intestinales principalmente helmintos (88),
fue necesario evaluar esta condicion en los 31 individuos seleccionados para
estudios de perfil inmune. Muestras de materia fecal, se emplearon para examen
directo, concentracién y tincion tricromica.

100



6.1.3.9 Plan de andlisis estadistico

Se realizdé un analisis univariado, y se comprobd la normalidad de los datos
cuantitativos (puntaje histopatol6gico) mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
encontrandose que no se distribuian en forma normal, por lo que se recurrié a la
estadistica no paramétrica. En el analisis bivariado para muestras no relacionadas,
las variables continuas se describieron como promedios con su respectiva
desviacion estandar, y las variables categdricas como proporciones. Para estudiar
la asociacion entre la virulencia de H. pylori y el puntaje histopatolégico de Correa,
se emple6 una ANOVA de Kruskal-Wallis, y las comparaciones multiples se
realizaron mediante la prueba de Dunn sin ajustar los valores de significancia. Se
empleé una prueba de X2 o una prueba exacta de Fisher para estudiar las
diferencias entre cada una de las variables independientes (genotipo, virulencia, tipo
de colonizacion y numero de repeticiones EPIYA de H. pylori) y el tipo de gastritis
cronica e inflamacion en mucosa gastrica. Las diferencias en las proporciones de
deteccion del islote de patogenicidad cag por PCR cagA y PCR-EPIYA en individuos
coinfectados por H. pylori se evalué mediante una prueba X2.

Los niveles de citocinas y quimiocinas en respuesta antigenos de M. tuberculosis o
PHA y un control con RPMI por cada individuo fueron normalizados para los analisis
estadisticos usando logaritmo base 10 (Log), los valores por debajo de 1, fueron
codificados como 1. Para cada individuo la concentracion de citocina en el pozo sin
estimular fue sustraida de la respuesta de la citocina en los pozos estimulados por
el antigeno, Log (antigeno) — Log (nulo), expresados como Log pg/mL. Para cada
citocina, se compardé el promedio de su concentracion segun el estado infeccioso
frente a H. pylori y la virulencia bacteriana empleando una prueba t-student y una
ANOVA de un factor. Se realizaron comparaciones mudultiples para la variable
(virulencia) empleando la prueba de Dunnett. La interpretacién de los valores p sin
ajustar, se realiz6 basado en la comparacion de los grupos de alta, media y baja
virulencia con el grupo de referencia (H. pylori-).

Se empled un analisis de componentes principales (ACP)(299) para caracterizar la
inter-correlacion de la respuesta de las citocinas dentro de la poblacién de estudio,
y obtener perfiles de agrupacién. EI ACP se realiz6 a partir de la matriz de
correlacion (variables estandarizadas a media= 0, y desviacién estandar= 1) por lo
que la contribucion de las variables individuales no fue influenciada por su varianza.
La medida de adecuacion muestral de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y la prueba de
esfericidad de Bartlett proporcionaron los estandares minimos para llevar a cabo el
APC.

Para facilitar la interpretacion de la solucién factorial se empleé un método de
rotacion ortogonal Varimax. La seleccion de componentes se realizo siguiendo el
criterio de Kaiser (conservar los factores con autovalores >1) lo que permitié obtener
una solucion de 3 componentes. Las puntuaciones factoriales de los individuos en
cada uno de los factores resultantes resumi6 la informacion contenida en las
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variables originales. Los dos primeros componentes con autovalores >1, se
seleccionaron para su representacion grafica. El promedio de las puntuaciones
estandarizadas para cada componente fue comparado entre los individuos con y sin
coinfeccion por H. pylori mediante una prueba t-student. La significancia estadistica
fue aceptada con un valor p < 0.05 a dos colas. El analisis de datos fue realizado
con el paquete estadistico SPSS 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos) y
GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc., San Diego, CA, Estados Unidos).

6.2 RESULTADOS

6.2.1 Caracterizacion de la virulencia de H. pylori y su distribucion segun el
tipo de gastritis

En el 91.0 % (71/78) de los individuos con infeccién tuberculosa latente positivos
para la infeccion por H. pylori fue posible la caracterizacion de los genes de
virulencia cagA y vacA de las cepas de H. pylori coinfectantes. Los resultados de la
genotipificacion son mostrados en la Tabla 19. La prevalencia de genotipos de alta
virulencia fue del 100 % (7/7) en individuos con gastritis atréfica, mientras sélo el 50
% (32/64) de los individuos con gastritis no atrofica presentaron genotipos de alta
virulencia (p=0.041). La prevalencia del marcador cagA+ y cagA- en las cepas de
H. pylori de individuos con gastritis atrofica y no atréfica no mostroé diferencias
significativas (p=0.764). Sin embargo, la presencia conjunta de estos dos
marcadores permitio evidenciar una alta prevalencia de infeccibn mixta en
individuos con atrofia y sin atrofia (85.7 % vs 79.7 %, respectivamente, p=0.704).

El alelo s1 del gen vacA se encontré en alta prevalencia en individuos con atrofia en
comparacion con los individuos sin atrofia (100 % vs 64.5 %) aunque estas
diferencias no fueron significativas (p=0.088). Mientras el alelo m1 del gen vacA que
igualmente se encontré en una alta prevalencia en individuos con gastritis atrofica
en comparacion con los individuos sin atrofia (100 % vs 56.7 %, respectivamente)
si mostro diferencias significativas (p=0.038). En los individuos colonizados por una
sola cepa de H. pylori, el genotipo cagA+; vacA s1/ml fue el mas prevalente,
estando presente en 71.4 % (10/14) de las muestras. En los individuos con
colonizacion multiple, el genotipo cagA+; vacA s1/ml y cagA-; vacA s1/m1l fue el
mas prevalente estando presente en 50.9 % (29/57) de las muestras (Anexo 6).
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Tabla 19. Prevalencia de genotipos de H. pylori segun el tipo de gastritis en individuos
LTBI coinfectados por H. pylori (n= 71)

Gastritis Gastritis no
atrofica atrofica
Genotipo (n=7) (n =64) p

n % n %
cagA
cagA + 1 14.3 13 20.3 0.764
cagA - 0 0.0 3 4.7
cagA +/- 6 85.7 48 75.0
vacA s §
sl 7 100 40 64.5 0.088*
s2 0 0.0 22 35.5
vacA m *
ml 7 100 38 56.7 0.038*
m2 0 0.0 29 43.3
Virulencia
Alta 7 100 32 50.0 0.041
Intermedia 0 0.0 12 18.8
Baja 0 0.0 20 31.2
Colonizaciéon Hp
Mixta 6 85.7 51 79.7 0.704
Unica 1 14.3 13 20.3

*En 3 individuos se observo colonizacién mixta por cepas m1y m2
8En 2 individuos la region vacA s no puedo ser amplificada
*Valor p fue calculado a partir de una prueba exacta de Fisher.

6.2.2 Caracterizacion de las repeticiones EPIYA en el gen cagA de H. pyloriy
su distribucion segun el tipo de gastritis

Se amplificé exitosamente la region variable 3’ del gen cagA en 67.6 % (48/71) de
las cepas de H. pylori presentes en individuos con infeccion tuberculosa latente
coinfectados por H. pylori. Lo que permiti6 confirmar la presencia del islote de
patogenicidad cag PAI detectado previamente por PCR cagA, y adicionalmente
caracterizar el nimero de motivos EPIYA presentes. El tamafio de los amplificados
de PCR obtenidos varié en el rango de 470 pb (3 repeticiones EPIYA), 570 pb (4
repeticiones EPIYA), 670 pb (5 repeticiones EPIYA), 770 pb (6 repeticiones EPIYA)
+ 25 pb equidistantes entre ellos por aproximadamente 100 pb segun lo sugerido
por Panayotopoulou et al (121).

La mayoria de los individuos presentaron un amplicon unico en el PCR EPIYA (71.4
% de los individuos con atrofia y 51.6 % de los individuos sin atrofia), indicando la
presencia de una sola cepa cagA-positivo infectante (Tabla 20). El motivo EPIYA
correspondiente a 4 repeticiones fue el mas prevalente, y esta presente en el 57.1
% de cepas de H. pylori de individuos con atrofia, y en 40.6 % de las cepas de
individuos sin atrofia. Al comparar las proporciones de amplificacion del PCR-EPIYA
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y el PCR cagA en la deteccion del islote de patogenicidad cag (67.6 % vs 95.8 %,
respectivamente), se encontraron diferencias significativas entre ambos métodos
(p=0.000) (Tabla 21), sugiriendo un bajo rendimiento del PCR EPIYA como
marcador de patogenicidad.

Tabla 20. Diversidad de la proteina CagA segun el nimero de motivos EPIYA
presentes en aislados de individuos LTBI coinfectados por H. pylori

Numero de Gastritis Gastritis no
repeticiones EPIYA atréfica atréfica
(n=7) (n = 64)
n % n %
Colonizacion mixta¥
6y4 0 0.0 1 1.6
5y4 2 28.6 6 9.4
3y4 0 0.0 1 1.6
Colonizacion Unica
6 0 0.0 1 1.6
5 1 14.3 4 6.2
4 4 57.1 26 40.6
3 0 0.0 2 3.1
Indeterminado* 0 0.0 23 35.9

*No amplifico la region variable 3’ del cagA
*Presencia de dos cepas cagA+

Tabla 21. Deteccién del islote de patogenicidad cag por dos métodos de PCR en
individuos con infeccidn tuberculosa latente coinfectados por H. pylori (n=71)

Método Positivo Negativo p
n % n %
PCR cagA+ 68 95.8 3 4.2 0.000
PCR EPIYA 48 67.6 23 32.4

6.2.3 Inflamacion en mucosa gastrica y su relacién con la virulencia de
H.pylori

De los 71 pacientes positivos para la infeccion por H. pylori, 26.8 % (19/71)
presentaron inflamacion severa, 35.2 % (25/71) inflamacién moderada, y 38.0 %
(27/71) inflamacion leve de la mucosa gastrica. El nivel de inflamacion estuvo
directamente relacionado con la virulencia de la bacteria (p=0.001). Asi el 84.2 % y
64 % de los participantes con inflamacion severa y moderada, respectivamente
presentaron infeccidbn por cepas de alta virulencia. Mientras el 48.1 % de los
individuos con inflamacion leve portaban cepas de baja virulencia (Figura 19).
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Figura 19. Proporcion de participantes con inflamacion de la mucosa gastrica severa,
moderada y leve, y su relacién con la virulencia bacteriana.

6.2.4 Escala histopatolégica de Correa y su asociacion con la virulencia de

H. pylori

Se evalué la heterogeneidad de las lesiones gastricas en los 71 individuos
infectados por H. pylori y su asociacion con la virulencia bacteriana encontrando
diferencias significativas (p=0.0001). Los individuos portadores de cepas de alta
virulencia presentaron un puntaje mayor en la escala histopatologica de Correa
[media= 1.99, IC 95 % 1.60-2.39] en comparacion con los individuos portadores de
cepas de intermedia [media= 1.25, IC 95 % 0.96-1.53] y baja virulencia [media= 1,
IC 95 % 1-1] con diferencias estadisticamente significativas (p <0.05, Figura 20).
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Figura 20. Andlisis histopatolégico para biopsias géastricas de individuos con tuberculosis
latente coinfectados con H. pylori (Hp) segun virulencia bacteriana: alta (n= 39), intermedia
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(n=12), y baja (n= 20). El puntaje esta representado en una escala de 1 a 6 (definido en
metodologia, cada simbolo representa el puntaje para un individuo). Las barras
horizontales representan la media; los valores p fueron obtenidos por una prueba post-hoc
de Dunn.

6.2.5 Analisis del perfil de citocinas y quimiocinas especificas en respuesta
frente antigenos de M. tuberculosis en el contexto de la coinfeccidn por
H. pylori

En los 31 individuos (17 H. pylori+ y 14 H. pylori-) con infeccion tuberculosa latente
seleccionados para caracterizacion del perfil inmunolégico frente antigenos
micobacterianos (Figura 9), los parametros hematolégicos se encontraron dentro
de los limites normales, y no se observaron diferencias entre los grupos, con
excepcion del numero absoluto de neutréfilos que fue mayor en los individuos sin
coinfeccién por H. pylori. Mientras, los niveles séricos de TNF-a, se encontraron
ligeramente aumentados en los dos grupos. Ninguno de los individuos presento
coinfeccién por helmintos intestinales. En la mitad de los participantes (n= 14) se
detectd la presencia de protozoarios coinfectantes en su gran mayoria comensales,
con excepcién de 3 participantes positivos para H. pylori que presentaron infeccion
por Entamoeba histolytica (Anexo 7).

La coinfeccion con H. pylori mostré una tendencia hacia la reduccion en los niveles
de IFN-y (media= 0.81 Log pg/mL vs 1.24 Log pg/mL), IL-2 (media= 0.26 Log pg/mL
vs 0.57 Log pg/mL) e IP-10 (media= 0.26 Log pg/mL vs 0.42 Log pg/mL) en
comparacion con los individuos sin coinfeccion, aunque no fue significativa. La
coinfeccién por H. pylori, no tuvo ningun efecto en la produccién de TNF-a, IL-18,
IL-10, IL-13, IL-17 e IL-12p70 en respuesta antigenos micobacterianos. En ningun
caso, se observaron diferencias en los niveles de produccion de las citocinas
anteriormente mencionadas en respuesta al mitbgeno PHA para ambos grupos
(Figura 21) (Anexo 8). Debido a que los niveles de produccion de IL-4 y IL-5 en la
mayoria de participantes de ambos grupos, se encontraban por debajo del limite de
deteccién del ensayo, no fue posible comparar la magnitud de las respuestas de
estas citocinas al CFP y PHA.
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6.2.6 Efecto de la virulencia de H. pylori sobre la respuesta inmune frente
antigenos de M. tuberculosis

Dentro del grupo LTBI/H.pylori+, la infeccidbn concurrente con aislados de H. pylori
de alta virulencia se asocié con una significativa reduccion en los niveles de IP-10
(media= 0.07 Log pg/mL vs 0.42 Log pg/mL; p=0.04), junto con una clara tendencia
hacia la reduccion en los niveles de IFN-y (media= 0.61 Log pg/mL vs 1.24 Log
pg/mL; p=0.13), e IL-2 (media= 0.24 Log pg/mL vs 0.57 Log pg/mL; p=0.25) en
comparacion con los individuos sin coinfeccion. En contraste, no se observé ningun
efecto de los genotipos de alta virulencia sobre la produccion de TNF-a, IL-1pB, IL-
10, IL-13, IL-17 e IL-12p70 en respuesta antigenos micobacterianos. La infeccion
concurrente con genotipos de intermedia y baja virulencia no mostro ningun efecto
significativo o tendencia hacia la subregulacién en la produccién de las citocinas
evaluadas. En ningun caso, se observo diferencias significativas en la produccién
de estas citocinas en respuesta a PHA entre los grupos (Figura 22) (Anexo 8).
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Figura 22. Efecto de la virulencia de H. pylori sobre la respuesta inmune frente antigenos
de M. tuberculosis en individuos con tuberculosis latente coinfectados por H. pylori. A.
Citocinas pro-inflamatorias; B. Quimiocina; C Citocina anti-inflamatoria en sobrenadantes
de PBMCs que fueron estimulados con proteinas filtradas a partir de cultivo de M.
tuberculosis cepa H37Rv (CFP) o fitohemaglutinina (PHA-P) por 72 h. Las barras
horizontales representan la media. Participantes con genotipos de alta (n= 9), intermedia
(n= 3), y baja (n= 4) virulencia. Para 1 caso de virulencia intermedia, no fue posible medir
las respuestas de las citocinas frente a PHA, y 1 individuo H. pylori+ no fue incluido por
presentar genotipo indefinido. Los valores p fueron calculados mediante una prueba post-
hoc de Dunnett empleando como referencia el grupo H. pylori-negativo. Solo, los valores p
<0.25 son indicados.
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6.2.7 Correlaciones entre citocinas y quimiocinas en individuos LTBI con y
sin coinfeccion por H. pylori

Hubo una asociacién positiva entre el IFN-y con varias de las citocinas evaluadas.
Especificamente, el IFN-y tuvo una correlacion considerable (coeficiente de
correlaciéon 20.6) (4, 300) con la citocina proinflamatoria IL-2, pero también con la
citocina tipo Th2 IL-13. De hecho, IL-2 e IL-13 estaban correlacionadas entre si (r=
0.67). Igualmente, se observé una correlacion intermedia entre IFN-y y la IL-12p70
(r=0.31). Otras correlaciones relevantes, se observaron entre la citocina reguladora
IL-10 con las citocinas proinflamatorias IL-1B3, y TNF-a (Tabla 22). Estas dos ultimas
citocinas proinflamatorias también mostraron una correlaciéon considerable. En
todos los casos las correlaciones fueron significativas.

Tabla 22. Andlisis de componentes principales para 9 citocinas/quimiocinas medidas en
sobrenadantes estimulados con CFP de M. tuberculosis por 72 h de individuos LTBI

Contribucion al componente principal
(Coeficiente de correlacion maltiple)

Categoria funcional Correlacion CP1 CP2 CP3
Citocina con IFN-y * Autovalor Autovalor Autovalor
3.2 2.4 1.4
% explicado de la varianza acumulada 35.2 61.4 76.4
Inflamatoria IFN-y 1.00 0.91 0.09 0.01
IL-2 0.87* 0.92 0.15 0.07
IL-12p70 0.31* 0.52 0.33 -0.07
IL-1B 0.22 0.11 0.91 0.12
TNFa 0.03 -0.058 0.90 -0.31
IP-10 0.06 0.04 0.05 -0.82
Anti-inflamatoria o reguladora IL-10 0.22 0.17 0.92 0.11
IL-13 0.68* 0.86 -0.19 0.18
Thl7 IL-17A 0.18 0.15 0.04 0.80

CP: Componente principal, Autovalor: valor unitario de la varianza explicada por cada componente.

* Coeficiente de correlacion de Pearson para valores transformados

*p<0.05

Otras correlaciones significativas entre citocinas: IL-10 y TNF-a (r= 0.74), IL10 e IL-18 (r= 0.82), IL-2 e IL-12p70
(r=0.43), IL-2 e IL-13 (r= 0.67), IL-1B e TNF-a (r= 0.74), IP-10 e IL-17 (r= 0.47).

6.2.8 Analisis de componentes principales

El andlisis generd un perfil Th1/Th2 mixto mostrando que el 76.4 % de la variacion
puede ser explicada por los 3 primeros componentes. El primer componente “eje
IFN-y mixto” explico el 35.2 % de la varianza, y estuvo compuesto por el IFN-y y
otras citocinas correlacionadas con el IFN-y, incluyendo citocinas inflamatorias
como IL-2 e IL12p70, y citocinas anti-inflamatorias como IL-13. El segundo
componente “eje IL-10 mixto” explicO un 26.2 % adicional de la varianza total
compuesto por la citocina reguladora IL-10, y dos marcadores inflamatorios
fuertemente correlacionados, TNF-a e IL-13. Un tercer componente, explico un 15
% adicional de la varianza, representado por IL-17 e IP-10, quienes mostraron una
correlacion moderada. En general, estos 3 componentes muestran que las 9
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citocinas evaluadas son importantes para explicar la variacion total dentro de la
poblacion de individuos LTBI con y sin coinfeccién por H. pylori (Tabla 22).

Dentro de los 31 individuos LTBI, 12 (38.7 %) tuvieron un puntaje elevado en el eje
IFN-y mixto, incluyendo 6 (50 %) quienes fueron dominantes en el primer
componente. De estos individuos dominantes en el eje IFN-y mixto, solo 2 (33.3 %)
estaban coinfectados por H. pylori, y presentaban genotipos de alta virulencia. En
contraste, 17 (54.8 %) individuos tuvieron un puntaje elevado en el eje IL-10 mixto,
incluyendo 11 (64.7 %) quienes fueron dominantes en el segundo componente. De
estos individuos dominantes en el eje IL-10 mixto, 6 (54.5 %) estaban coinfectados
por H. pylori, exhibiendo una mezcla de genotipos de baja, intermedia, y alta
virulencia (Figura 23A y B). La distribucién de las repeticiones EPIYA dentro de las
cepas de H. pylori no mostré6 ninguna relaciébn con un componente especifico
(Anexo 9).

El promedio de las puntuaciones para cada componente, evidencié que los
individuos coinfectados por H. pylori en comparacion con los individuos sin
coinfeccion, presentaron un puntaje promedio menor en el componente 1 (p=0.05).
Mientras para el componente 2, las puntuaciones estandarizadas entre ambos
grupos no mostraron diferencias significativas (Figura 23C). La virulencia
bacteriana no se asocié con las puntuaciones obtenidas en ninguno de los dos
componentes principales (Anexo 9).

En conjunto esto sugiere que la respuesta del IFN-y y las citocinas asociadas dentro
de la poblacién LTBI no fue dominante y se encuentra comprometida por efecto de
la coinfeccion con H. pylori. Por el contrario, se evidencia una dominante respuesta
inflamatoria manejada por el TNF-a e IL-18 que no muestra diferencias entre
individuos con y sin coinfeccion por H. pylori y parece estar regulada por accion de
la IL-10. El papel de la virulencia de H. pylori en este analisis no fue tan claro.
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Figura 23. Diagrama de dispersion para los dos primeros componentes principales,
ilustrando la distribucion de los puntajes para 31 individuos LTBI con y sin coinfeccion por
H. pylori. A. Diagrama de dispersion segun estado infeccioso para H. pylori. Punto negro:
14 individuos H. pylori-negativo; Triangulo rojo: 17 individuos H. pylori-positivos segun
histologia. B. Diagrama de dispersion segun la virulencia de los genotipos de H. pylori.
Triangulo purpura: 9 individuos con genotipos de alta-virulencia; Triangulo verde: 3
individuos con genotipos intermedios; Tridngulos naranja: 4 individuos con genotipos de
baja-virulencia; Triangulo negro sin relleno: 1 individuo con mdltiples genotipos cagAy vacA
s/m, considerado como indeterminado. Las lineas de referencia denotan cuadrantes
centrados en 0. C. Comparacion del puntaje promedio de los componentes estandarizados.
Diferencias evaluadas mediante una prueba t-student para muestras no relacionadas. El
circulo en azul, denota los individuos que presentaron un puntaje elevado en el eje IFN-y
mixto. El circulo en verde, denota los individuos que presentaron un puntaje elevado en el
eje IL-10 mixto. CP1, componente principal 1; CP2, componente principal 2.
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6.3 DISCUSION

6.3.1 Genotipificacion de H. pylori entre individuos con infeccion tuberculosa
latente

Los genotipos de H. pylori asociados a virulencia son determinantes importantes en
el resultado clinico de la infeccion (267, 301). En algunas series, pacientes con
Ulcera péptica son predominantemente infectados con cepas cagA+; vacA s1/ml,
las cepas cagA-; vacA s2/m2 suelen ser mas frecuentes en pacientes con dispepsia
no ulcerosa (302). Con frecuencia existe un alto grado de colinealidad en la
distribucion de los genotipos cagA+ y vacA sl (109, 301). Como estos factores de
virulencia conllevan a enfermedad es cada vez mejor comprendido, aunque el
beneficio para H. pylori de poseerlos requiere mas investigacion. Una posibilidad es
gue los cambios en el epitelio causados por H. pylori (directamente o a través de la
inflamacion) favorezcan la liberacion de nutrientes a la bacteria (28).

En este estudio, se encontr6 una elevada prevalencia de genotipos de alta
virulencia, la cual fue mas marcada entre individuos con atrofia (100 %) en
comparacién con los individuos sin atrofia (50 %). Los marcadores cagA y vacA s
no mostraron asociacion con el tipo de gastritis. En contraste, el alelo m1 del gen
vacA se asocio con la presencia de atrofia gastrica. Estos resultados concuerdan
con un estudio previo realizado en San José-Costa Rica una poblacién
latinoamericana con alto riesgo de cancer gastrico, en donde se encontré una alta
prevalencia de genes cagA, vacA slb y vacA ml entre individuos con gastritis
atrofica en comparacion con los individuos sin atrofia, y los alelos vacA s1y ml de
forma individual se asociaron con un incremento en el riesgo de atrofia y cancer
gastrico, aunque el riesgo de desarrollar enfermedad fue marcadamente superior
en presencia del alelo m1. El genotipo cagA+; vacA s1b/ml también se asocio con
un incremento en el riesgo de atrofia [OR=5.4, IC 95 % 2.6-162.1] pero no de cancer
gastrico [OR= 1.7 IC 95 % 0.6-4.6] (303).

Igualmente concuerda con otros estudios realizados en diferentes poblaciones
colombianas, Sicinschi et al (294) en 107 individuos residentes en Tuquerres y
Tumaco dos poblaciones con contraste en el riesgo de cancer gastrico (alto y bajo
riesgo, respectivamente) encontré que todos los pacientes con gastritis atrofica,
metaplasia intestinal y displasia en la poblacion de alto riesgo estaban infectados
por cepas cagA+; vacA s1/ml. En la poblacion de bajo riesgo, la progresion de las
lesiones se correlaciond con la prevalencia de genotipos virulentos. Melo-Narvaez
et al (304) y Yamaoka et al (305) en Bogota observaron una alta prevalencia del
genotipo cagA+; vacA sla/ml en aislados de H. pylori de pacientes con diferentes
manifestaciones clinicas (Ulcera duodenal, gastritis cronica, metaplasia y cancer
gastrico) pero difieren parcialmente con los resultados de este estudio al no
encontrar asociacién entre el estado cagA y vacA, y los hallazgos clinicos. En
conjunto, estas investigaciones sugieren que la prevalencia de genotipos virulentos
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en la region y en el pais es alta, y su asociacion con el resultado clinico muestra
variacion geogréfica.

La falta de asociacion entre el estado cagA y el tipo de gastritis observada en la
presente investigacion puede estar condicionada por la presencia de infeccion mixta
con cepas cagA+ y cagA- colonizando el mismo individuo, la cual fue frecuente en
individuos con y sin atrofia, representando posiblemente una asociacion estable en
la colonizacién a largo plazo (126). Estas cepas (competidoras) a menudo cooperan
mediante autoinduccion (quorum sensing) y recombinacién para reducir su
interaccion con el hospedero. En apoyo a esta hipétesis la colonizacién de antro y
cuerpo por diferentes cepas conlleva a poca perturbacion fisiolégica, mientras la
infeccion con una sola cepa colonizando antro puede llevar a tlcera duodenal (28).

Con respecto al mosaico de alelos vacA, varios estudios en diferentes paises han
mostrado que el alelo s1 esta asociado con enfermedad (306-308), aunque otros
estudios (305) incluido este difieren en los hallazgos. En cuanto al alelo m algunas
investigaciones, no ha observado una clara asociacion con condiciones clinicas
como la ulcera péptica (309, 310). Las cepas ml en estudios con aislados de
Colombia (267) y Norte América (306) se han vinculado a mayor dafio en el epitelio
gastrico comparado con las cepas m2. Otras investigaciones en el Este Asiatico,
sugieren que es imposible explicar las diferencias en la incidencia de cancer gastrico
entre paises del sur y norte de Asia por genotipos cagA y vacA s, pero si es posible
por genotipos vacA m (109, 311). El incremento en el dafio epitelial puede explicarse
por una mayor produccion de citotoxina por parte de las cepas sl/ml en
comparacion con la cepa s1/m2 (306). Por lo anterior, el alelo m1 el cual mostrd
asociacion con la presencia de atrofia gastrica podria ser un marcador clave para
identificar individuos en riesgo de desarrollar lesiones precursoras de cancer
gastrico en la poblacién de la ciudad de Cali.

6.3.2 Variabilidad en el extremo 3’ del gen cagA de H. pylori en individuos con
tuberculosis latente

El PCR-EPIYA confirmd la presencia del gen cagA en solo 67.6 % de las cepas de
H. pylori coinfectantes presentes en individuos LTBI, mostrando una baja
sensibilidad en comparacion con el PCR cagA (95.8 % de positividad cagA). Estos
hallazgos coinciden con un estudio previo realizado en poblacién dispéptica en
Taquerres-Colombia en donde se compard la proporcién de amplificacién del PCR-
EPIYA y PCR cagA para la deteccion del islote de patogenicidad cag en aislados
gue crecieron en diluciones seriadas de amoxicilina y claritromicina, y se encontrd
una menor proporcion de deteccion para el PCR-EPIYA (234), diferencias que se
atribuyeron a una degradacion aleatoria del ADN bacteriano en algunas muestras
que dificultd la amplificacion de fragmentos de gran tamafio (>200 pb). En el
presente estudio, las muestras que no amplificaron por PCR-EPIYA, si amplificaron
para PCR vacA m, en el que se generaron amplicones de 401/476 pb dependiendo
del alelo, descartando la fragmentacion del ADN. Estos hallazgos contrastan con las
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observaciones de Panayotopoulou et al (121) quien sugiere que la ausencia de
amplificacion del PCR-EPIYA puede identificar con precision los casos cagA-,
indicando que una caracterizacion previa del estado cagA de los aislados no es
necesaria.

Una ventaja del PCR-EPIYA es que permite caracterizar el nimero de repeticiones
EPIYA gue alberga la proteina CagA. En este estudio, la mayoria de cepas cagA+
presentes en individuos con atrofia y sin atrofia (57.1 % vs 40.6 %, respectivamente)
contenian una proteina CagA con 4 (595 pb) motivos EPIYA dispuestos muy
probablemente en la combinacion ABCC, y la colonizacién con multiples cepas
cagA+ fue baja. Coincidiendo parcialmente con los resultados encontrados por
Acosta et al (312) en aislados obtenidos de individuos con diferentes
manifestaciones gastricas de Bogota-Colombia donde se observé que el 1.9 % tenia
2 motivos EPIYA, 62.3 % 3 motivos EPIYA, 33.1 % 4 motivos EPIYAy 2.8 % 5
motivos EPIYA. No obstante, al comparar la proporcién de cepas occidentales con
4 motivos EPIYA depositadas en el GenBank y los resultados encontrados,
evidenciéo que la presencia de cepas con 4 repeticiones EPIYA fue mayor en
poblacion colombiana. El nimero de repeticiones EPIYA, especificamente del tipo
C se ha asociado con la presencia de lesiones precursoras y cancer gastrico (112).

En este trabajo, el incremento en repeticiones EPIYA no se asocié con la presencia
de atrofia, un resultado que podria en parte estar condicionado por el bajo nimero
de individuos con esta condicion. Una investigacidn reciente en poblaciéon
colombiana mostr6 que la variacion en los motivos EPIYA presentes en la proteina
CagA no esta directamente asociada con el resultado de la enfermedad, y no hay
asociacion entre el numero de motivos EPIYA-C y la enfermedad (312). Resultados
similares se han reportado en poblacién irani en donde no se encontré correlacién
entre el nUmero de motivos EPIYA y las manifestaciones clinicas asociadas a la
infeccién por H. pylori (313). Esta ausencia de asociacion puede deberse a factores
genéticos del hospedero y ambientales que podrian estar influenciando el desarrollo
de lesiones precursoras y cancer gastrico en combinacion con el tipo y numero de
motivos EPIYA en la proteina CagA en cada poblacion.

Comunmente el nimero y tipo de motivos EPIYA presentes en aislados de H. pylori
cagA+, es determinado por secuenciacion. Sin embargo, el PCR-EPIYA permite
predecir en la mayoria de casos el numero de repeticiones EPIYA y sus
combinaciones. Panayotopoulou et al (121) verifico la precision de las predicciones
concernientes a 3 0 4 motivos EPIYA por secuenciacion en 93 casos de 101
aislados cagA+ analizados, encontrando que en todos los casos el tamafo del
amplificado de PCR-EPIYA pudo predecir el numero y tipo de motivos EPIYA
presentes. En el caso de los amplificados de 5 y 6 repeticiones EPIYA encontrados
en el presente estudio, la secuenciacibn es necesaria para establecer la
combinacion de los motivos EPIYA.
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En general, el PCR-EPIYA tiene una sensibilidad limitada para la deteccion del
estado cagA y prediccion del nimero, y tipo de motivos EPIYA. Sin embargo, es un
meétodo simple que involucra un Unico paso de amplificacién y ademas facilita la
identificacion de subclones cagA+ con divergente nimero de motivos EPIYA dentro
de la misma cepa. De acuerdo con los resultados obtenidos, se hace necesario
confirmar la deteccion del gen cagA por PCR cagA-especifico.

6.3.3 Inflamacion, severidad de la lesion y virulencia de H. pylori

La infeccion por H. pylori y la inflamacion crénica asociada son determinantes claves
en el inicio y progresion de las lesiones precursoras de cancer géastrico. H. pylori
induce una respuesta inflamatoria en las células del epitelio gastrico que propicia el
reclutamiento de células inflamatorias al sitio de la infeccion (314). La severidad de
la inflamacion depende de factores especificos de virulencia, la densidad bacteriana
y la respuesta inmune del hospedero. Su contribucion relativa permanece en
controversia (107).

En este estudio, el nivel de inflamacion y la puntuacion histopatoldgica en la escala
de Correa estuvo directamente asociada con la virulencia de H. pylori. El 84.2 % de
los individuos con inflamacion severa portaban cepas de alta virulencia (cagA+;
vacA s1/m1l). Ilgualmente, el puntaje promedio en la escala de Correa fue mayor en
individuos coinfectados por cepas de alta virulencia en comparacién con los
individuos coinfectados por cepas de baja virulencia. Resultados que concuerdan
con otros estudios como el de Soltermann et al (315) en 47 pacientes suizos con
metaplasia intestinal y 73 controles donde observé que el genotipo de alta virulencia
(cagA+; vacA sl) se correlacion6 con la presencia de metaplasia antral, intensa
inflamacion en antro y cuerpo gastrico, y formacion de Ulceras. El genotipo (vacA
ml) se correlacioné con una intensa inflamacion solo en cuerpo gastrico. En
contraste, las cepas de baja virulencia (cagA-; vacA s2/m2) raramente se
encontraron en estas condiciones clinicas. En otro estudio, en poblacién
colombiana, Nogueira et al (267) observé una clara asociacion entre el genotipo
virulento (cagA+; vacA s1/ml) con una alta densidad de H. pylori, alto grado de
infiltracion de linfocitos y neutrdfilos, atrofia, metaplasia y dafio epitelial. Si bien en
el presente estudio, todos los individuos con atrofia portaban genotipos de alta
virulencia, la prevalencia de genotipos virulentos también fue alta en individuos con
gastritis no atrofica. Sugiriendo que, aunque el nivel de inflamaciébn aumenta el
riesgo de enfermedad no parece influenciar cual tipo se va a desarrollar.

Una posible explicacién a este fenbmeno, es que no todos los factores de virulencia
de H. pylori incrementan el riesgo de enfermedad al incrementar el nivel de
inflamacion en la mucosa gastrica. Tal es el caso de la proteina VacA, la cual tiene
multiples efectos sobre las células epiteliales que resultan en dafio celular mas que
en la liberacion de citocinas proinflamatorias (107). En apoyo de esta hipétesis, se
observo en este estudio que solo el genotipo vacA m esta asociado con atrofia
gastrica. Esto puede deberse al alto nivel de produccién de citotoxina por parte de
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las cepas vacA s1/ml1 comparado con las cepas vacA s1/m2 (306). Estudios previos
(267, 316), son consistentes con nuestros hallazgos al observar una relacion entre
el nivel de produccion de citotoxina y la severidad de la atrofia, confirmando que el
mosaicismo de la region s y m del gen vacA juega un papel importante en la cadena
de eventos que lleva a cancer gastrico.

6.3.4 Efecto de la coinfeccion por H. pylori en la respuesta inmune a
M.tuberculosis

La alta prevalencia de H. pylori (>80 %) en poblaciones como la nuestra donde la
TB es endémica sugiere que la interaccion patdgeno-hospedero para estas
infecciones ha evolucionado de manera conjunta. Poco se sabe acerca del
entrecruzamiento de estas infecciones cronicas (20, 33). En este estudio, en general
los individuos con infeccidn tuberculosa latente presentaron altos niveles de IFN-y,
TNF-a, IL-1B, IL-2 e IP-10 en respuesta a antigenos micobacterianos, como también
altos niveles de la citocina reguladora IL-10. En contraste, los niveles de marcadores
Th2 como IL-13 fueron bajos, e indetectables para IL-5 e IL-4. Este predominante
perfil Thl es producto del reconocimiento antigénico de los péptidos
micobacterianos por células T de memoria y linfocitos T virgenes durante un periodo
prolongado (72 h) que resulté en activacion celular y el desarrollo de funciones
efectoras. También puede estar influenciados por factores especificos del
hospedero (polimorfismos en genes que codifican citocinas inflamatorias) o factores
ambientales (infeccion por micobacterias no tuberculosas u otros agentes
infecciosos a los cuales la poblacion ha estado previamente expuesta). Mientras, la
débil respuesta Th2 observada puede explicarse por los rigurosos criterios del
estudio para excluir condiciones médicas concomitantes (ej. Alergias) y por la
ausencia de helmintos coinfectantes en las heces.

Una respuesta Thl mediada por el IFN-y es esencial para controlar la infeccién por
M. tuberculosis, pero no suficiente (75). Se observo que la coinfeccidn por H. pylori
disminuyo la respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente antigenos especificos de M.
tuberculosis. Dada la amplia variabilidad genémica de H. pylori en relaciéon a sus
factores de virulencia (cagA y vacA), se considerd su impacto sobre la respuesta
inmune observada. Encontrando que el compromiso de la respuesta Thl estaba
vinculado con la coinfeccion por cepas de alta virulencia cagA+; vacA s1/ml y
cagA+/cagA-; vacA sl/ml las cuales fueron altamente prevalentes en esta
poblacién, 14 % (10/71) y 41 % (29/71) respectivamente. La falta de significancia
estadistica en las asociaciones puede parcialmente ser explicada por la presencia
comun de infeccién mixta en los participantes que favorece la recombinacién inter-
genOmica entre cepas o variantes clonales de la misma cepa modificando
potenciales moléculas inmuno-estimuladoras (perdida completa o parcial del islote
cag, cambio del niumero de repeticiones EPIYA o alelos vacA) para minimizar su
interaccién con el hospedero (28, 102), y asi causar menor dafio. Estos resultados
contrastan con las observaciones de Perry et al (20) quien en un estudio transversal
en poblacién hispana radicada en Estados Unidos con infeccion tuberculosa latente
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encontré que la infeccidon simultanea por H. pylori se asocié con un incremento en
la respuesta del IFN-y, y citocinas tipo Thl (IL-2, IP-10 y TNF-a) en respuesta
antigenos micobacterianos.

El andlisis de componentes principales (ACP), mostré una solucion de 3
componentes. El primer componente incluy6é IFN-y, IL-2, IL-12p70 e IL-13. Estas
citocinas a excepcion del IL-13, participan en la activacion y diferenciacion de los
linfocitos T CD4* virgenes hacia el subgrupo Thl explicando su correlacion (296).
La correlacion con IL-13 no sorprende, un estudio previo en recién nacidos
vacunados con BCG en Gambia donde la prevalencia de helmintos es baja (0-3 %),
detectd niveles de IL-13 en respuesta a antigenos micobacterianos (317).
Igualmente, algunos estudios han observado que el incremento en los niveles de IL-
13 en combinacién con otros analitos permite distinguir individuos PPD+ de
individuos PPD- (318, 319). El segundo componente incluy6 IL-10, TNF-a e IL-1.
Su correlacion puede explicarse dado que estas citocinas son sintetizadas
principalmente por la misma fuente (macréfagos activados). La produccion de IL-13
por estas células es dependiente de la accion del TNF-a. En cuanto a la sintesis de
IL-10 por parte de los macrofagos, esta podria estar actuando en un mecanismo de
retroalimentacion negativa inhibiendo las funciones de TNF-a e IL-13 (296). El tercer
componente incluyé la IL-17 e IP-10, correlacién que puede parcialmente atribuirse
a la funcién efectora de la IL-17 que estimula la produccion de quimiocinas y
citocinas al actuar sobre células endoteliales y monocitos. De hecho, se han
demostrado que IL-17F es capaz de inducir la expresion de IP-10 en células de
epitelio bronquioalveolar (320). Cabe destacar que IP-10 esta involucrada en el
mejoramiento de la respuesta Thl (321), y es una quimiocina secretada por
multiples células principalmente en respuesta al IFN-y (322, 323), por lo que su
reduccion podria explicarse en parte por los bajos niveles del IFN-y observados en
individuos LTBI coinfectados por H. pylori.

Estos perfiles de agrupacion de citocinas son similares a los obtenidos por Perry et
al (33) mediante un ACP en un estudio reciente donde analiz6 38 adultos LTBI
refugiados en los Estados Unidos procedentes de paises endémicos para TB,
considerando la coinfeccion por H. pylori y/o helmintos. El primer componente
generado incluyé IFN-y, IL-2, IP-10, IL-5 e IL-13, el segundo componente incluyo IL-
10y TNF-q, y el tercer componente incluyo IL-17. En particular, la correlacion IL-13
e IFN-y fue constante sugiriendo que es dependiente de la interacciéon LTBI y la
infeccion por H. pylori. Las diferencias entre ambos estudios, pueden atribuirse a
gue Perry y colaboradores no evaluaron IL12p70, mientras en este estudio no se
incluyo para el analisis IL-5 por presentar niveles por debajo del limite de deteccion
(<3.2 pg/mL), y ningun individuo presentd coinfeccién por helmintos.

En la representacién gréfica de los dos primeros componentes, solo 6 individuos
LTBI, de los cuales 2 presentaban coinfeccion por cepas de alta virulencia de H.
pylori fueron dominantes en el eje del IFN-y. En contraste, 11 individuos LTBI de los
cuales 6 presentaban coinfeccion por cepas exhibiendo una mezcla de genotipos
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de baja, intermedia, y alta virulencia fueron dominantes en el eje de IL-10. Los
individuos LTBI coinfectados por H. pylori presentaron un menor puntaje en el
componente de citocinas correlacionadas con el IFN-y en comparacion con los
individuos LTBI sin coinfeccion. Mientras no se observaron diferencias entre los
puntajes de los individuos pertenecientes a ambos grupos en el componente de
citocinas correlacionadas con la IL-10. Esto demuestra que la respuesta del IFN-y y
las citocinas correlacionadas no fue dominante en la poblacion con tuberculosis
latente, y la coinfeccion con H. pylori llevé a una reduccion en esta respuesta. Estas
citocinas juegan un papel clave en la inmunidad a TB (24), por lo que su reduccién
podria suponer un riesgo en la progresion a TB.

Biselli et al (324) en un estudio para identificar biomarcadores que permitan
discriminar entre individuos con LTBI y TB, emple6 PBMCs estimulados con ESAT-
6/CFP-10 por 72 h, y observé que los individuos LTBI y pacientes con TB tenian
niveles significativamente mayores de IFN-y en comparacion con los controles
sanos, aunque la produccion de IFN-y no mostré diferencias entre ambos grupos.
Mientras los niveles de IL-2 fueron significativamente mayores en individuos LTBI
que los observados en pacientes TB y controles. Sun et al (325) en otro estudio
similar de biomarcadores empleando PBMCs estimulados con antigenos
micobacterianos encontraron altos niveles de IFN-y e IL-2 en individuos con LTBI y
TB comparado con los controles, pero al comparar la respuesta del IFN-y entre
individuos infectados por M. tuberculosis esta fue significativamente mayor en el
grupo con TB. En contraste, los individuos LTBI secretaron niveles
significativamente mayores de IL-2.

Estos datos demuestran la capacidad de la IL-2 para discriminar entre individuos
con LTBI y pacientes con TB, y sugieren que las células T secretoras de IFN-y
predominan durante la enfermedad activa. Sin embargo, ninguna de estas dos
citocinas deberia usarse sola como marcador diagnostico. En cambio, el uso de la
razon de citocinas IL-2/IFN-y tras 72 h de estimulacion con ESAT-6/CFP-10 ha
mostrado un fuerte poder discriminatorio (sensibilidad 87.7 % y especificidad 86.1
%) en el diagnostico de las diferentes etapas de la infeccion por M. tuberculosis,
encontrandose bajos valores de esta razén en pacientes tuberculosos (323, 325).

El papel de IL-12 e IP-10 como biomarcadores del estado de la infeccién por M.
tuberculosis no esta claro, La manna et al (319) encontré un incremento significativo
en la produccion de IL-12p40 en respuesta a antigenos micobacterianos (CFP-10,
ESAT-6 y TB7.7) al comparar individuos con infeccion por M. tuberculosis (LTBI y
TB) y controles PPD-. Mientras, la produccion de esta citocina no mostro diferencias
entre individuos LTBI y pacientes tuberculosos. Wang et al (326) no observo
ninguna diferencia en los niveles de produccion de IL-12p70 en respuesta a ESAT-
6/CFP entre individuos LTBI, pacientes TB y controles. En cuanto a IP-10, su
incremento tras la estimulacion con ESAT-6/CFP-10 ha sido empleado en varios
estudios como un biomarcador alternativo para la deteccion de individuos con TB
que en combinacion con el IFN-y mejora la precision diagnostica (322, 326). Sin
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embargo, los niveles de IP-10 en respuesta antigenos micobacterianos no pueden
distinguir entre LTBI y TB (325-327). En contraste, los niveles basales de IP-10 han
mostrado un incremento significativo en individuos LTBI en comparacion con
pacientes TB y controles sanos (323, 325), sugiriendo un posible papel protector en
el curso de la infeccion por M. tuberculosis en individuos LTBI.

Por otra parte, la respuesta manejada por IL-10, TNF-a e IL-1B3 fue dominante en
individuos con y sin coinfeccién por H. pylori. TNF-a e IL-1[3 son citocinas asociadas
con inflamacion sistémica (296). Explicando en parte los niveles ligeramente
aumentados de TNF-a sérico observado en ambos grupos. Esta respuesta
inflamatoria, posiblemente esté controlada por complejas redes reguladoras
mediadas a través de la IL-10. El impacto de la virulencia bacteriana sobre las
puntuaciones obtenidas para cada componente no fue tan claro, y podria estar
condicionado por la presencia de multiples cepas de H. pylori con diferente grado
de virulencia en los individuos coinfectados.

Aunque el papel de H. pylori en la respuesta a M. tuberculosis permanece en
controversia. En el presente estudio se proponen dos modelos para explicar la
asociacion entre la infeccién por H. pylori y el incremento en el riesgo de TB. El
primer modelo se adaptd a partir de una propuesta realizada por Eberhardt et al
(152) para explicar la asociacion entre la infeccién por H. pylori y la progresion del
VIH. H. pylori persiste en la mucosa gastrica de cara a una robusta respuesta
inmune celular. La citotoxina vacuolizante (VacA) interfiere con la maduracion de
las células dendriticas y la presentacion de antigenos mediada por el CMH clase II
(128), e inhibe la proliferacion de linfocitos T blogueando la transcripcion de los
genes que codifican para IL-2 y su receptor IL-2R (102), comprometiendo la
activacion local y posiblemente sistémica de las células T CD4", lo cual podria tener
un efecto en la susceptibilidad a TB (Figura 24A) y en el curso clinico de otras
infecciones. En apoyo al modelo, en este estudio se observé un compromiso en la
respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente a antigenos micobacterianos en los
individuos coinfectados por H. pylori, y ésta se asocié con cepas de alta virulencia.
También otras investigaciones han observado que H. pylori puede inhibir la
respuesta inmune frente infecciones virales concomitantes (151, 152).

En el segundo modelo, alternativamente, los linfocitos T reguladores (Tregs)
inducidos por H. pylori a nivel local y sistémico, pueden mediante un efecto
“espectador” mediado por citocinas reducir la respuesta Thly Th17 sistémica frente
antigenos no relacionados, afectando la inmunidad del hospedero contra M.
tuberculosis (Figura 24B). Soportando esta hipotesis, se han observado células
Treg proliferando local y sistémicamente en pacientes con tuberculosis (328), y que
la eliminacion in vitro de células Tregs en cultivos de PBMCs incrementa la
produccion de IFN-y seguido de la vacunacion BCG entre nifios coinfectados (329).
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Figura 24. Modelos hipotéticos para explicar el efecto de la infecciéon por H. pylori en
individuos con infeccion tuberculosa latente. A. Modelo 1 dependiente de la accién efectora
de VacA. B. Modelo 2 dependiente del efecto inmuno-regulador de los linfocitos Tregs
inducidos. Las lineas continuas indican las rutas inmunoldgicas principales. Las lineas
discontinuas y las cajas punteadas representan rutas inmunoldgicas hipotéticas. El signo
(+) sugiere un aumento en el riesgo de progresion a TB. Mtb, Mycobacterium tuberculosis;
TB, tuberculosis; IL, interleucina.

6.3.5 Limitaciones y fortalezas del estudio

Algunas limitaciones del estudio incluyen su disefio transversal que no permitié
evaluar la direccién de la asociacion entre la coinfeccion por H. pylori y la reducida
respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente antigenos micobacterianos. El tamafio
limitado de la muestra en los individuos H. pylori-positivos con atrofia (n= 7), y en
los individuos con genotipos de alta, moderada y baja virulencia de H. pylori
empleados para los estudios inmunoldgicos dificulté las comparaciones entre
grupos llevando a un bajo poder estadistico. La presencia comun de multiples cepas
de H. pylori exhibiendo una combinacion de diferentes genotipos en los individuos
participantes pudo afectar la fuerza de las asociaciones, considerando que estas
cepas pueden recombinar para minimizar su interaccion con el hospedero alterando
la respuesta inmune. No se empled un grupo control de individuos negativos para
las dos infecciones crénicas (M. tuberculosis y H. pylori) en las comparaciones. No
obstante, como se evalud la respuesta inmune especifica frente antigenos de M.
tuberculosis, es de esperar que los individuos sin previa sensibilizacion a M.
tuberculosis mostraran niveles bajos o indetectables de las citocinas analizadas, lo
gue se ha evidenciado en otras investigaciones (33, 330).
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Pese a estas limitaciones, este es un estudio Unico que aborda la compleja
interaccion entre M. tuberculosis y H. pylori en un escenario en donde la exposicion
a multiples infecciones es frecuente, y ademas considera el papel de la virulencia
de H. pylori sobre la respuesta inmune especifica a M. tuberculosis. Otra fortaleza
de este estudio es el riguroso tamizaje de los participantes que llevo a la exclusion
de muchos individuos, pero redujo la heterogeneidad inmunoldgica asociada a otras
enfermedades y consumo de medicamentos, orientado al andlisis de la respuesta
inmune en individuos “sanos”.

Finalmente, en este estudio, se considero el efecto del tiempo (48, 72 96 y 120 h)
en la produccién de los diferentes analitos en respuesta a antigenos
micobacterianos, seleccionando el tiempo Optimo para todos los ensayos (72 h),
esto refuerza la confiabilidad de los resultados.

6.3.6 Conclusiéon y recomendaciones

La coinfeccion por H. pylori en individuos con infeccion tuberculosa latente conlleva
a una reduccion en la respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente antigenos de M.
tuberculosis, que parece ser dependiente de la virulencia de H. pylori. Demostrando
gue la respuesta inmune a un microrganismo especifico es multifactorial, y aunque
esta en gran medida determinada por la genética del hospedero, es fuertemente
influenciada por factores ambientales (incluyendo otros microorganismos) y puede
ser influenciada por el propio microorganismo. La interaccion entre la infeccion por
H. pylori y M. tuberculosis proporciona un modelo informativo para investigar el fino
balance de la respuesta inmune en paises en desarrollo con implicaciones
importantes para el diagnostico, prondstico y desarrollo de vacunas contra la
tuberculosis.

Nuevos estudios necesitan ser orientados a evaluar la respuesta inmune frente
antigenos micobacterianos antes y después del tratamiento antibidtico para H.
pylori, en espera de una reversibilidad de los niveles de citocinas comprometidos.
Igualmente, estudios de corte longitudinal podrian evaluar si la coinfeccién con
cepas de alta virulencia de H. pylori incrementan el riesgo de TB, con especial
enfoque en el papel de la citotoxina VacA y sus variantes alélicas. De confirmarse
estos hallazgos, y considerando que la infeccién por H. pylori se adquiere en la
infancia y persiste por décadas incrementando el riesgo Ulcera péptica y cancer
gastrico, se justificaria el diagnostico y erradicacion de H. pylori en todo individuo
con infeccidn tuberculosa latente. Lo anterior plantea la posibilidad de manipular la
microbiota para modular el riesgo de enfermedad por M. tuberculosis, y
posiblemente a otros patdégenos comunes. Por otra parte, es importante examinar
la utilidad de la IL-2 e IP-10 como biomarcadores para discriminar LTBl y TB en
nuestra poblacion.
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7 CONCLUSIONES

Los

resultados encontrados en esta investigacion mediante analisis

epidemiologicos, y de microbiologia e inmunologia en individuos con tuberculosis
latente con y sin coinfeccion por H. pylori, permiten concluir que:

1.

La prevalencia de LTBI en poblacién sin comorbilidades asociadas, y medida
empleando dos diferentes umbrales PPD (=10 mm y =215 mm) es moderada
(25.3 % y 13.2 %, respectivamente) en comparacion con la prevalencia del
11 % estimada en poblacién general para la region de las Américas.

La positividad y el diametro de la induracion en la PPD se asoci6 con la edad,
el nivel de educacion, el género, la zona de residencia, la situacién laboral,
el consumo de alcohol y el IMC.

La prevalencia de H. pylori en individuos con LTBI es elevada (83 %) en
comparacion con la prevalencia de H. pylori estimada para Sur América (69.4
%). No obstante, la prevalencia de lesiones preneoplasicas como atrofia
gastrica es baja (9.6 %).

La presencia de atrofia géastrica se asocid con la edad, el género, el
hacinamiento, el consumo de alcohol, el sobrepeso, y la historia de cancer
gastrico familiar, conocidos factores de riesgo que predisponen a cancer
gastrico distal.

La frecuencia de genotipos de alta virulencia en la poblacion es elevada,
siendo mas marcada en individuos con atrofia (7/7; 100 %) en comparacion
con los individuos sin atrofia (32/64; 50 %). Los marcadores cagA y vacA s
no mostraron asociacion con el tipo de gastritis. En contraste, vacA ml se
asocio significativamente con la presencia de atrofia gastrica.

La coinfeccion por H. pylori en individuos con infeccién tuberculosa latente
se asoci6é con una reduccién en la respuesta del IFN-y, IL-2 e IP-10 frente
antigenos de M. tuberculosis, que parece ser dependiente de la virulencia de
H. pylori.
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8 PERSPECTIVAS

Los seres humanos estan colonizados por complejas comunidades microbianas
sitio-especificas que estan implicadas en salud y enfermedad de formas aun poco
exploradas (20). La dinamica microbiana y el balance en su composicion y
abundancia puede ser alterada bajo condiciones especificas, resultando en una
disbiosis que favorece la proliferacion de organismos patdgenos, implicados en
respuestas inmunes patologicas y enfermedad. Estos cambios en los perfiles
microbianos pueden ser resultado de factores especificos del hospedero
(respuestas inflamatorias y disponibilidad de nutrientes para los microorganismos)
y factores ambientales (infecciones cronicas de mucosas).

Los estudios de colonizacion microbiana a nivel gastro-intestinal han mostrado la
importancia del microbioma en la estimulacion de la respuesta innata y adaptativa
mediante la liberacion de productos microbianos y citocinas inmuno-moduladoras
por parte de las células inmunes residentes tras el reconocimiento de los
microrganismos comensales y patdgenos. En este contexto, H. pylori un patégeno
cronico que se adquiere temprano en la infancia, y estimula fuertes respuestas
Th1/Th1l7 e induce altos niveles de Tregs a nivel local y sistémico puede tener un
papel dominante modificando la respuesta inmune a otras infecciones e
influenciando la diversidad y la abundancia de las comunidades microbianas en
diferentes 6rganos del hospedero como el intestino, y posiblemente el pulmoén. No
se descarta que estas alteraciones estén condicionadas por factores
independientes como la edad del hospedero, el genotipo bacteriano, y otros factores
aun no identificados.

Comprender cémo la complejidad de las exposiciones microbianas influye en la
inmunidad del hospedero, puede tener importantes implicaciones para el desarrollo
de vacunas e intervenciones terapéuticas. Por lo que es prioritario caracterizar la
composicién de la microbiota gastrica e intestinal de individuos con infeccion
tuberculosa latente con y sin coinfeccion por H. pylori, y evaluar el impacto de la
erradicacion de H. pylori sobre los perfiles microbianos. Este conocimiento podria
permitir el disefio de nuevas estrategias para identificar individuos en alto riesgo de
progresion a TB, y asi optimizar las estrategias de prevencion.
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10 ANEXOS

ANEXO 1. Cuestionario estandarizado para adquision de informacion de los
participantes

HOSPITAL UNIVERSITARIO DEL VALLE EVARISTO GARCIA ESE
UNIVERSIDAD DEL VALLE
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS
HOSPITAL VERDE CANAVERALEJO-ESE LADERA
HOSPITAL JOAQUIN PAZ BORRERO-ESENORTE

Efecto de la coinfeccion por Helicobacter pylori y/o helmintos sobre la
respuesta inmune especifica a Mycobacterium tuberculosis en individuos
con infeccion tuberculosa latente

La Universidad del Valle, desea llevar a cabo un estudio en el que se incluiran adolescentes y adultos
de ambos géneros con edades en un rango de 14 a 65 afios residentes de la ciudad de Cali, con el
objeto de estudiar el efecto de la coinfeccion por Helicobacter pylori y helmintos sobre la respuesta
inmune a M. tuberculosis en individuos con infeccién tuberculosa latente.

Las preguntas de este cuestionario pretenden conocer el entorno donde usted vive y algunos
aspectos relacionados con su alimentacién y su salud. Su participacion en el estudio es voluntaria.
Si usted decide participar, y mas adelante cambia de opinién, puede retirarse del estudio cuando
quiera. Recuerde que la informacion que usted nos proporcione serd muy Util para ayudar a otras
personas.

Por favor no deje de responder ninguna pregunta. Busque la opcidon que mas se acerque a su
realidad. Este es un documento anénimo y la informacién es confidencial, es decir que nadie
conocera sus respuestas.

De antemano le agradecemos su valiosa participacion.

|. DATOS GENERALES

1. Codigo del estudio: HiEENE
2. Sexo: F |:| M |:|

3. Fecha de nacimiento: Dia: | | | Mes: | Il |Afio: | Il | | |

4. Edad (Afos cumplidos): |__ |||
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5. Direccion de residencia: Teléfono:

6.1 Direccion de un familiar: Teléfono:

7. Ciudad: : Barrio: Estrato:

8. Comuna: |___| Numero de afios en los que havivido en lazona: |___ |||
9. Peso (Kgs): ||| 10. Talla(ems): |||

11. Nivel Educativo: |:| Primaria |:| Secundaria |:|Técnico |:| Pregrado
12. Seguridad Social :|:| Contributivo |:| Subsidiado |:| Vinculado |:| No afiliado

13. Servicio que ordend6 procedimiento:
14. Ocupacioén actual:

Empleado

Trabajador independiente
Pensionado

Incapacitado para trabajar [_]
Desempleado ]
Ama de casa [

00

ouAwWNE

Il. ANTECEDENTES RELACIONADOS CON SU SALUD:

15. Patoldgicos:

15.1 Cancer [_|Si [_]No 15.2 Diabetes []si [INo 153 Coagulopatia[_] Si [ INo

15.4 Enfermedad renal crénica [_] Si [_] No 15.5 Hepatopatia [_] Si[_|No
156 Asma [_]si [_] No 157EPOC [] Si [_|No 15.8 Cardiopatia [_] Si [_] No
15.9 Vérices esofagicas |:| Si |:| No 15.10 VIH (+) |:| Si |:| No
15.11 Tuberculosis []si [] No 15.12 Enfermedad Psiquidtrica [ ] Si []No

15.11 Otro l:l Cudl:

16 Quirdrgicos:

16.1 Gastrectomia parcial o total [_| Si [_|No
16.2 Cirugia cardiaca: |:| Si |:| No 16.3 Cirugia estética (<3 meses): |:| Si |:| No

16.4 Otra cirugia [ 1si[] No 16.5 Cual:

17. Farmacoldgicos:

17.1 Warfarina (Anticoagulante) Si[ ] NJ_] 16.2Aspirina []si[]no
16.3 Ibuprofeno — AINE Hace menos de 1 semana: [] si[_No
Por méas de dos dias |:| Si |:| No

16.4 Inmunosupresores (Azatioprina, ciclosporina, micofenolato, corticosteroides, sirolimus)
Si_JNo[]
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17 Antimicrobianos |:|Si |:| No

17.1 Macrdélidos (Eritromicina, milocamicina, roxitromicina, claritromicina, Josamicina, azitromicina) |:|

17.2 Imidazoles (Clotrimazol, miconazol y ketoconazol) |:| 17.3 Penicilinas |:| 17.4
Cefalosporinas (Cefuroxima, cefamandol, cefonicida, ceforanida, cefoxitina, cefmetazola)
17.5 Tetraciclinas (Metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina, rolitetraciclina, tigeciclina) 17.6

Antituberculosos (Isoniazida, etambutol, pirazinamida) |;|
17.7 Metronidazol 17.8 Albendazol 17.9. Mebendazo |:|17. 11 Praziquantel
17.12 Ivermectina 17.13 Trimetropim 17.14 Antipaludico (Cloroquina, artemisina,etc )

17.15 Otro [] cua:

17.16 Hace Cuanto? Mas de 1 mes |:| Hace menos de 1 mes |:| Cuéntos dias

18. Ha recibido tratamiento para una bacteria que se relacione con la gastritis I:l Si I:l No

18.1 Antiacidos (Milanta, bicarbonato de sodio, hidréxido de aluminio, hidréxido de magnesio) |:|

18.2 IBP (Omeprazol, lansoprazol, esomeprazol, rabeprazol, pantoprazol) I:l 18.3
Antagonista-Hz (Ranitidina y famotidina, cimetidina, nizatidina) |:| 18.4 Otro

Cual: | |

18. 5 Hace méas de 3 meses ] 18.6 Hace menos de 3 meses
18.7 Por cuanto tiempo: mas de una semana |:| 18.8 Menos de 1 semana
I1l. INFORMACION FAMILIAR & HABITOS DE VIDA

19. ¢ Cuéntas personas viven en su casa? |___||___|
20. ¢De qué material es la mayor parte del piso de su casa?

20.1 Tierra |:| 20.2 Cemento|:| 20.3 Baldosa |:| 20.4 Madera |:|

21. ¢Cuantos cuartos tiene su vivienda sin contar pasillos, bafios y cocina? | Il |
22. Numero de personas por cuarto? |___||__|
23. ¢Cual es origen del agua que usted toma?

23.1 Acueducto |:| 23.2 Pozo |:| 23.3 Otro |:| Cual? 23.4 No sabe |:|

24. ;Como es el drenaje de su casa?

24.1 Conectado al drenaje de la calle |:| 24.2 Conectado a un pozo séptico |:|

24.3 Desague a un rio o lago |:| 24.4 No tienen drenaje 24.5 No sabe |:|
25. ¢ En su casatienen?

25.1 Televisor [ ]| 25.2 Equipodesonido[ | 25.3Estufaagas [ | 25.4 Nevera [ |

25.5 Lavadora [_| 25.6 Vehiculo (Moto, carro, camioneta) ]

27. Ha fumado al menos una vez tabaco o alguno de los productos derivados del tabaco en los ultimos
6 meses:

271 []si []No [] Norecuerda

28. ;Fumausted ahora? [ | Si [_] No
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29. Esta usted expuesto al humo de tabaco proveniente de algin miembro de su familia o compafiero
de trabajo que fuma: Si |:| No

30. Cuantos dias a la semana consume usted alguna bebida alcohdlica | |

31. Si larespuesta anterior fue afirmativa, por favor describa la cantidad y tipo de licor (cerveza,
aguardiente, ron, whiskey) que consume

31.1 Un vaso pequefio (50 mL) [ ] Tipo:

31.2 Un vaso mediano (100 mL) |:| Tipo:

31.3 Unvaso grande (250 mL) [ ] Tipo:

31.4 Media botella (350 mL) |:| Tipo:

31.5 Botella (700-750 mL) L1 Tipo:

32. Realiza actividad fisica |:| Si |:| No

32.1 Una vez por semana [_| 32.2 >3 veces por semana [] 32.3 Diariamente [_]32.4 Nunca ]

V. HABITOS ALIMENTICIOS

33. ¢, Cudl es la frecuencia normal de consumo de los siguientes alimentos o bebidas a la semana?

Unidad Alimento Consumo semanal?
Sl NO
33.1 1 vaso Leche | [ |
33.2 | 1 porcién Pan I [ I
33.3 | 1 porcién Pasta I [ |
33.4 1 porcion Arroz | [ |
33.5 1 porcion Avena, trigo, cereales, maiz | | |
33.6 1 porcion Carne roja (res 6 cerdo) | | |
33.7 1 porcion | Carne salada 0 nitrada (res 6 cerdo) | | |
33.8 | 1 porcién Pollo I [ |
33.9 1 porcion Pescado | | |
33.10 | 1 porcion Mariscos (Camarones, ostras, |
pulpo, caracoles, etc)
33.11 | 1 porcion Embutidos (jamén, salchichén, |
salami, salchichas)
33.12 | 1 unidad Huevo |
33.13 | 1 porcion Queso I [] |
33.14 | 1 porcion Granos (frijoles, lentejas, |
garbanzos, alverja)
33.15 | 1 porcion Vegetales (excluya el consumo de |
platanos verdes o maduros, papa,
yuca u otros tubérculos)?
33.16 | 1 unidad Frutas citricas (naranjas, toronjas, |
limones, mandarinas, kiwi, etc)

34. Como considera usted su consumo de sal:
34.1Bajo [_] 34.2 Moderado [_| 33.3 Alto[_]

35. Cada cuanto adiciona sal a los alimentos que estéan listos para comer:

147




35.1 Siempre [_| 35.2 Casi siempre [] 35.3Algunas veces ] 35.4 Nunca [_|

VI. HISTORIAL MEDICO

35. Presencia de cicatriz BCG (Vacuna tuberculosis)
35.1Si [ ] 352No []

36. Algin miembro de su familia sufre o ha sufrido de cancer géastrico:

36.1Si [ ] 362No [ ] 36.3Nosabe [ ]

Por favor indique el parentesco:

37. En este momento sufre usted de algun tipo de enfermedad:

37.1si [] 37.2No [[] 37.3Nosabe[ ]

38. Si la respuesta anterior fue si, por favor indique cual(s)
38.1
38.2
38.3

39. Namero de veces que ha visitado al médico en los ultimos 5 Afios: | | |

40. Razones por las cuales lo ha visitado:
40.1
40.2
40.3
40.4

41. Observaciones:

42. Fecha de la encuesta: Dia: | Il | Mes: | Il | Afio: | Il Il Il [

43. Nombre del encuestador:
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ANEXO 2. Formato de consentimiento informado

HOSPITAL UNIVERSITARIO DEL VALLE EVARISTO GARCIA ESE
UNIVERSIDAD DEL VALLE
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS
HOSPITAL VERDE CANAVERALEJO-ESE LADERA
HOSPITAL JOAQUIN PAZ BORRERO-ESE NORTE

Efecto de la coinfeccion por Helicobacter pylori y/o helmintos sobre la
respuesta inmune especifica a Mycobacterium tuberculosis en individuos
con infeccion tuberculosa latente

Sefior (a) CcC usted ha
sido invitado (a) a participar en la presente investigacion, la cual ha sido disefiada para
evaluar el efecto de la coinfeccién por Helicobacter pylori (bacteria que infecta el estbmago)
y/o helmintos (parasitos intestinales) sobre la respuesta inmune a Mycobacterium
tuberculosis en individuos con infeccion latente (es decir que estan infectados por la
bacteria M. tuberculosis, pero no estan enfermos) de la ciudad Cali, una poblacién donde
la frecuencia de casos de tuberculosis es de 55 personas por cada 100.000 habitantes
superior al promedio nacional que es de 34 personas por cada 100.000 habitantes, el 70 %
de las personas estan infectadas crénicamente por Helicobacter pylori y un 30 % de sus
habitantes presentan colonizacion por algun tipo de helminto intestinal. Ha sido invitado (a),
porgque usted esta programado para una endoscopia (examen interno) en el estbmago por
indicacion de su médico tratante, quien ha considerado que debe estar en seguimiento por
sospecharse una infeccion por Helicobacter pylori y lesiones en el estbmago, y ademas
presentod positividad en la prueba cutdnea de la tuberculina con una induracion (un area
palpable, elevada y endurecida) 2 10 mm que indica que usted ha estado expuesto y
posiblemente esté infectado latentemente por Mycobacterium tuberculosis por vivir en una
ciudad de alto riesgo de tuberculosis, pero no presenta sintomas de tuberculosis porque la
infeccibn no esta activa. Durante la investigacion no habra intervencion por parte de los
investigadores, quienes se limitaran a observar si hay o no infecciéon por Mycobacterium
tuberculosis, igualmente infecciéon de la mucosa gastrica por H. pylori e infestacién por
helmintos intestinales, analisis que toman alrededor de un mes, tiempo durante el cual
estara participando de este estudio. Las personas no participantes en esta investigacion
son aquellos pacientes quienes voluntariamente no desean participar, y aquellos pacientes
guienes no llenan los requisitos detallados abajo.

Se incluirdn en el estudio 190 personas entre adolescentes y adultos de ambos sexos con
edades en un rango de 14 a 65 afios de cualquier grupo étnico residentes de la ciudad de
Cali, con sintomas de dispepsia (una sensacion de malestar en la parte superior del
abdomen o el vientre durante o después de comer), programados para la realizacion de
una endoscopia digestiva y con un resultado positivo en la prueba de la tuberculina (PPD),
con integridad de sus facultades mentales y que firmen el formato de consentimiento o
asentimiento del menor. Se excluiran pacientes con cancer, diabetes, enfermedades
respiratorias, enfermedad avanzada del higado, corazon, VIH+/SIDA, con desordenes de
coagulacién sanguinea o bajo administracibn de medicamentos con anticoagulantes.
Pacientes que hayan usado antibiéticos, inhibidores de bomba de protones y/o bismuto
dentro de los 3 meses previos a la endoscopia, historia de tratamiento especifico contra
Helicobacter pylori o tuberculosis, actual o reciente (< 3 meses), tratamiento prescrito para
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alergias, malaria, o parasitos intestinales, al igual que pacientes con gastrectomia previa.
También se excluiran los individuos quienes tengan resultados clinicos de laboratorio fuera
de los rangos normales o positividad para el virus de hepatitis B o C, y mujeres
embarazadas o en periodo de lactancia.

Usted tendrd que contestar una encuesta con algunas preguntas para confirmar su
elegibilidad que puede tomarle entre 10 a 15 minutos, si tiene alguna duda durante su
desarrollo puede pedir aclaracién a la enfermera o al coordinador de trabajo de campo. Si
los examenes que le realicen confirman que estd infectado latentemente (infeccion no
activa) por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, se le realizara un seguimiento para
descartar otras coinfecciones frecuentes en la poblacibn como lo es la infeccion por
Helicobacter pylori para la cual se le practicara una endoscopia que sera realizada por el
Dr. Jesus Arbey Hoyos un gastroenterélogo experimentado que ha trabado durante los
ultimos 20 afios como especialista en la Unidad de Gastroenterologia del Hospital
Universitario del Valle, el procedimiento consiste en pasar un tubo a través de la bocay la
garganta hasta el estbmago, para examinar el interior del estbmago, en algunas personas
puede ocasionar molestias pero no es un procedimiento doloroso. Durante la endoscopia,
se colectara ademas de las 4 biopsias habituales, 6 biopsias adicionales (fragmentos del
revestimiento interno del estdmago del tamafio de medio grano de lenteja). Adicionalmente,
se tomarda una muestra de materia fecal para la identificacion de pardsitos intestinales y una
muestra de sangre colectada en 3 tubos. El volumen de sangre a extraer considerando la
edad y peso del individuo es de 18 mL en adolescentes y adultos, estos valores no exceden
el 1 % de su volumen total sanguineo, y permitira determinar el tipo de defensa inmune
contra las infecciones que se le diagnostiquen. Todas las muestras seran analizadas por
personal experto en los laboratorios de la seccion de bacteriologia y parasitologia del
Departamento de Microbiologia de la Universidad del Valle de Cali.

Este es un estudio de investigacion que ayudara a los médicos a entender mejor como la
coinfeccion por Helicobacter pylori y helmintos frecuentes en poblaciones de paises en
desarrollo, pueden alterar la respuesta inmune a Mycobacterium tuberculosis posiblemente
favoreciendo o retardando su progresion a tuberculosis, conocimiento que puede en un
futuro servir para disefiar estrategias adecuadas de prevencién o tratamiento que
contribuya a disminuir el nimero de casos de tuberculosis a nivel local, nacional e
internacional. Las muestras recogidas, seran usadas para propdsitos de esta investigacion,
o eventualmente de las investigaciones que se deriven con fines cientificos. Los resultados
obtenidos en este estudio seran puestos a disposicién de su médico tratante, quien definira
y direccionard el tratamiento, el cual estara a cargo de su sistema de aseguramiento.

Existe un pequefio riesgo de sangrado excesivo y de perforar el estbmago (riesgo menor
de 1 en 10.000) durante el desarrollo de la endoscopia como resultado de tomar muestras
adicionales, riesgo que sera minimizado por la experiencia del gastroenterélogo. En cuanto
a la prueba cutdnea de la tuberculina, igualmente, existe un pequefio riesgo de
enrojecimiento e inflamaciéon grave del brazo en personas que hayan tenido previamente
una prueba positiva a la PPD y que se hagan la prueba nuevamente, esta reaccion también
se puede presentar en unas cuantas personas que no hayan sido examinadas antes, en
caso de ocurrir se realizara un tratamiento especifico de acuerdo a los procedimientos
médico-quirdrgicos vigentes en el Hospital participante. Asi mismo, durante la extraccion
de sangre aunque es un procedimiento habitual, podria formase un hematoma (hinchazén)
producto del desbordamiento de la sangre en el tejido, durante o después de la puncion,
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acompafado de dolor, en este caso se procedera a retirar inmediatamente el torniquete y
la aguja, y después, realizar una compresion local durante dos minutos a acompanado de
compresas frias para aliviar el dolor, igualmente, para prevenir la lesion de algun nervio, se
evitara la insercién rapida o profunda de la aguja. La posibilidad de desarrollar un proceso
infeccioso, aunque baja serd minimizada mediante el uso de algodén mojado en alcohol
etilico, junto con un corto intervalo entre la retirada del protector de la aguja y la
venopuncién, el parche adhesivo se abrira Unicamente en el momento de la aplicaciéon en
la piel del paciente y se mantendra por lo menos 15 minutos después de la extraccion, los
costos de estos procedimientos seran asumidos con presupuesto del grupo de
investigacion. La participacion en el estudio es voluntaria. Usted puede rehusarse a
participar o retirarse del estudio en cualquier momento sin poner en riesgo, su tratamiento
médico en esta institucion en el presente o en el futuro.

Si nuevos descubrimientos tienen lugar durante el curso de la investigaciéon que puede
alterar el deseo de los participantes de continuar, dicha informacion seré proporcionada al
participante. Los resultados del estudio pueden ser proporcionados a la agencia que lo
auspicia. Los resultados del estudio pueden ser publicados. La privacidad de los
participantes en todos los casos sera protegida y no sera identificado en ninguna forma. No
hay ningun costo por la toma de muestras adicionales, ni por la prueba intradérmica de la
tuberculina o el procedimiento diagnéstico de endoscopia. Como el procedimiento de
endoscopia estd indicado por su médico tratante, el costo de las visitas médicas,
procedimientos médicos y otros eventuales procedimientos derivados de los hallazgos de
la endoscopia correran a cargo del participante o de la aseguradora a la que este afiliado.
Los gastos adicionales para evaluar las biopsias de mucosa gastrica; los estudios
microbioldgicos y moleculares, asi como el diagnéstico e identificacion de parasitos
intestinales, indicados en el protocolo de la investigacién seran cubiertos por el presupuesto
del estudio.

El participante autoriza, el almacenamiento de sus datos de forma confidencial y su
contacto para futuros estudios similares, previa aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad del Valle. En cualquier caso, su participacion es voluntaria. Si el participante
no esta de acuerdo con que se guarden sus datos y sus muestras debe marcar la siguiente
casilla. No autorizo el uso de las muestras en futuros estudios _____ (marque con X). Si esta
de acuerdo o cambia de opinién en cualquier momento, por favor contactar a la Dra. Miryam
Astudillo en Cali al teléfono en Cali 6670326 o 6670327 Extension 1206 o al celular
3006096184.

El estudio ha sido discutido con usted y todas sus preguntas han sido resueltas.
Entendiendo que si tiene preguntas adicionales en referencia a los derechos de los
participantes, u otras inquietudes, ellas deben dirigirse a los investigadores relacionados a
continuacién en esta forma de consentimiento o puede contactar al Presidente del Comité
de Etica de la Universidad del Valle Dra. Florencia Velasco, teléfono 5185677 de Cali 0 a
la Investigadora Principal Dra. Miryam Astudillo, teléfono 5542494, 6670326 -27 Extensién
1206 de Cali, celular: 3006096184, o al Coinvestigador Dr. Javier Andres Bustamante,
celular: 3006094440, o al Dr. Jesus Arbey Hoyos, Medico, gastroenterologo del Hospital
Universitario del Valle, celular: 3117906583.

Esta de acuerdo con los términos detallados arriba y se le ha entregado una copia de esta
forma de consentimiento.
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Firma del participante Fecha

Cedula:

Firma de quien obtiene el consentimiento Fecha

Cedula:

Nombre Testigo 1 Nombre Testigo 2
Cedula: Cedula:

El participante ha indicado que no puede leer. Se certifica que se le ha leido esta forma de
consentimiento al participante y se le ha explicado que al firmar en el sitio arriba asignado,
el participante ha indicado su acuerdo en participar del estudio.

Firma del lector Fecha

Cedula:

Firma del coinvestigador Fecha

Cedula:

Nombre Testigo 1 Nombre Testigo 2
Cedula: Cedula:

El participante ha indicado que no sabe escribir, ni firmar, para lo cual autoriza el registro
de la huella dactilar de su dedo indice derecho, ademas de su nombre completo y nUmero
de célula que a continuacion se transcribe.

Nombre participante Fecha

Cedula:

Testigo 1 Testigo 2
Huella del participante Cedula: Cedula:

Nombre de quien transcribe Fecha
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ANEXO 3. Aval del comité de ética institucional al proyecto

Comité Institucional de Revisi6én de Etica Humana
Facultad de Salud w

ACTA DE APROBACION N° 008 - 016

Proyecto:

Sometido por:

Codigo Interno:  [505 e
El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establec |do el Comlle Instltucnonal de
Revision de Etica Humana (CIREH), el cual est4 regide por la Resolucion 008430 del 4 de octubre de
1993 del Ministerio de Salud de Colombia por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud; los principios de la Asamblea Médica Mundial expuestos
en su Declaracion de Helsinki de 1964, ultima revisién en 2002; y el Codigo de Regulaciones Federales,
titulo 45, parte 46, para la proteccion de sujetos humanos, del Departamento de Salud y Servicios

Humanos de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos 2000.

Este Comité certifica que:
1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:
“X7] Resumen del proyecto Protocolo de investigacion

Formato de consentimiento informado Instrumento de recoleccion de datos

Folleto del investigador (si aplica) Cartas de las instituciones participantes

701 Resultados de evaluacion por otros comités (51 aplica)

2. Elpresente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité:
3. Segun las categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucién N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud, el presente estudio tiene la signiente Clasificacién de Riesgo:

SIN RIESGO

4. Que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son adecuadas.

T RIESGO MINIMO RIESGO MAYOR DEL MIiNIMO

5. La forma de obtener el consentimiento informado de los participantes en el estudio es adecuada.

6. Este proyecto serd revisado nuevamente en la préxima reunion plenaria del Comité, sin embargo, el
Comité puede ser convocado a solicitud de algin miembro del Comité o de las directivas
institucionales para revisar cualquier asunto relacionado con los derechos y el bienestar de los sujetos
involucrados en este estudio.

7. Informars inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensi6én o terminacion de la aprobacién por parte del Comite.
8. Informars inmediatamente a las directivas institucionales toda informacién que reciba acerca de:

a. Lesiones a sujetos humanos.

Calle 4B 36 -00 edificio Decanato  Teléfono: 5185677 email: eticasalud@univalle.edu.co
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Comité Institucional de Revisién de Etica Humana
Facultad de Salud UIersidad

Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.

b, Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por el
Comité.

9. El presente proyecto ha sido aprobade por un periodo de 1 afio a partir de la fecha de aprobacidn.
Los proyecios de duracién mayor a un aflo, deberan ser sometidos nuevamente con todos los
documentos para revision actualizados.

10. Elinvestigador principal debers informar al Comité:

a.  Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no podran
iniciarse sin la revisién y aprobacién del Comité excepto cuando sean necesarios para eliminar
peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para los sujetos u otros.

¢.  Cualquier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrido, al secretario(a) y al
presidente (Anexo 1).

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa riesgo/beneficio
para los sujetos participantes.

e. cualquier decision tomada por otros comités de ética.

f. Laterminacién prematura o suspensién del proyecto explicando la razén para esto.

g El investigador principal deberd presentar un informe al final del afio de aprobacién. Los
proyectos de duracion mayor a un afio, deberédn ser sometidos nuevamente con todos los

documentos para revision actualizados.

“ . - Fecha:
o P E D B DT _:
Nombre: MARIA FLORENCIA VELASCO

Capacidad A
representativa: PRESIDENTA Teléfono: 5185677

CERTIFICACION DE LA FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

Por medio de la presente, certifico que la Facultad de Salud de la Universidad del Valle aprueba el
proyecto arriba mencionado y respeta los principios, politicas y procedimientos de la Declaracién de
Helsinki de la Asamblea Médica Mundial, de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud ydela

reglamentacion vigente en investigacion de laLiniversidad del Valle.

Firma:
Nombre: HERN MISENT

Capacidad representativa: VICEDECANG DE LA FACULTAD DE SALUD  Teléfono; 5185680

Calle 4B 36 -00 edificio Decanato  Teléfono: 5185677 email: eticasalud@univalle.edu.co
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ANEXO 4. Descripcién de las variables empleadas en el estudio

Variable Definicién Operacional Tipo de Nivel de Codificacion para Método de
P variable Medicion analisis recoleccion
Diametro PPD Dla_met_rE) de la induracién en respuesta a la C_uantltatlva Razén 0.1,2 3, 4....mm Lectura de la PPD
aplicacion del PPD discreta
Induracién = 10 mm en la prueba de I Nominal 0=<10 mm
g PPD-10 tuberculina Cualitativa dicotomica 1= > 10 mm Lectura de la PPD
(0]
5 Induracién =2 15 mm en la prueba de . Nominal 0=<15mm
g;_ PPD-15 tuberculina dependiente del estado BCG Cualitativa dicotémica 1=215mm Lectura de la PPD
o Infeccion por Presencia o ausencia de la infeccién por H. Cualitativa Nominal 0= H. pylori+ Reporte
P Helicobacter pylori | pylori segiin diagnéstico histologico dicotémica 1= H. pylori- histopatolégico
o — > - - = - - -
g Infe_cuon por _ Presc_anmap ausencia de Ia_ |nfe<_:C|9n_ por H. Cualitativa N_ommal_ 0_ H. pylor!+ Cultivo
0 Helicobacter pylori pylori segun diagnéstico microbiolégico dicotémica 1= H. pylori-
2 Tipo de gastrtis Clgs_lflcamon histopatolégica de la gastritis Cualitativa N_ommal_ Of No g_troflca R’_eporte o
o cronica dicotémica 1= Atrdfica histopatol6gico
% Puntuacion histopatolégica que asigna
s Puntaje valores numéricos a los diversos niveles de Cuantitativa Reporte
T histopatolégico de extension, tipo y grado de las lesiones ! Razon lab6 ep -
> . . discreta histopatologico
Correa precancerosas (atrofia, metaplasia y
displasia)
Niveles qe. Produccion de TNF-a en suero Cuantitativa Razon 0 a « pg/mL ELISA
TNF-a séricos continua
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y SOCIO-ECONOMICAS
» | Género Género del participante reportado por el Cualitativa Nominal 1f Mascul_lno Encuesta
D observador. 2= Femenino
g 1=14 a 19 afios
5 - . . 2= 20 a 29 afios
= Ano_s .de vida cumplldos reportados por Cuantitativa ) 3= 30 a 39 afios
o | Edad participante y confirmado con la fecha de . Razon _ ~ Encuesta
© L discreta 4= 40 a 49 afios
© nacimiento. — &
c 5=50 a 59 afios
i 6= 60 a 69 afios
% Estrato reportado por el entrevistado y
s | Nivel social (estrato) | validado con la direccion de residencia Cualitativa Ordinal lab Encuesta
> proporcionada
. . Numero de personas por cuarto en el hogar | Cuantitativa . 1= > 3 personas
Hacinamiento L . Razoén _ Encuesta
del participante discreta 2= < 3 personas
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Variable Definicién Operacional Tipo de Nivel de Codificacién para Método de
P variable Medicion analisis recoleccion
El méxi vel d laridad q 1= Post-secundaria
Nivel educativo maximo nivel de escolardad cursado por | - o jitativa Ordinal 2= Secundaria Encuesta
el participante L
3= Primaria
' - Situagién en la que sg'encuentran los o Nominal 1= Trabajador
Situacién laboral participantes en relacion con el mercado de | Cualitativa R _ Encuesta
. dicotomica 2= Desempleado
trabajo
Zona de la ciudad donde reside actualmente 1= Norte
Zona de residencia | el participante validado segun el barrioy la | Cualitativa Nominal 2= Ladera Encuesta
direccién proporcionada 3= Centro
CARACTERISTICAS CLINICAS
1= Delgadez
indice de masa Razén entre el peso y la talla al cuadrado de | Cuantitativa Razén 2= Sobrepeso Encuesta
corporal (IMC) un individuo medido por una enfermera continua 3= Obesidad
4= Normal
- - — — - 1= No
Cicatriz BCG Pre_senma 0 ausencia de la cicatriz BCG Cualitativa N_ommal_ - Encuesta
registrada por una enfermera dicotémica 2=Si
i6 ici itati 1=215 mm
PPD induracion !ndurgqon a la PPD en participantes con C_uantltatlva Razén - Encuesta
infeccion tuberculosa latente discreta 2=210-14 mm
ESTILOS DE VIDA
Consumo de _ Nominal 1=Si Encuesta
. - Persona que fuma actualmente. Cualitativa T
cigarrillo dicotébmica 2=No
Historia de Persona que ha fumado en los 6 meses I Nominal 1=Si
i . . Cualitativa P _ Encuesta
tabaquismo previos a la entrevista. dicotémica 2=No
o Realiza o no actividad fisica regular (>3 - Nominal 1=No
Ejercicio Cualitativa NP e Encuesta
veces/semana) dicotémica 2=Si
1= Alto
Numero de dias y cantidad consumida de Cuantitativa . 2= Moderado Encuesta
Consumo de alcohol . Razén o
alcohol en una semana discreta 3= Bajo
4= No consumo
1= Siempre
Consumo de sal Frecuencia de adicién de sal a los alimentos | Cualitativa Nominal 2= Algunas veces Encuesta
3= Nunca

CARACTERITICAS BACTERIANAS
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Variable Definicién Operacional Tipo de Nivel de Codificacién para Método de
P variable Medicion analisis recoleccion
1= Abundante
i i i 2= Moderado
DenS|d§d de antl_dad de H. pylori presente en mucosa Cualitativa Ordinal - R_eporte o
H. pylori gastrica 3= Escaso histopatologico
4= Ausente
1= Severo
- Respuesta inflamatoria asociada a la o . 2= Moderada Reporte
Inflamacion . 7 . L Cualitativa Ordinal _ . L
infeccion por H. pylori en la mucosa gastrica 3= Leve histopatologico
4= Ausente
irulenci lasificacié | i 1=Alta I
Viru encia de Clasi icacion de los genotipos basada en sus Cualitativa Ordinal 2= Intermedia Resultados
H. pylori efectos a nivel celular . moleculares
3= Baja
Tipo de colonizacion | Presencia de uno o0 mas genotipos I Nominal 1= Mixta Resultados
’ ; g Cualitativa S e
por H. pylori coinfectantes en el mismo hospedero dicotémica 2= Unica moleculares
1=6y 4 EPIYA
2=5y 4 EPIYA
NU d NU d ti EPIYA t | 3=4y SEPIYA Resultad
Umero de Umero de motivos presente en la o . 4= 6 EPIYA esultados
repeticiones EPIYA | proteina CagA de cada aislado de H. pylori Cualitativa Ordinal 5= 5 EPIYA moleculares
6=4 EPIYA
7= 3 EPIYA
Niveles de citocinas y quimiocinas (IL-18, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-10, IP-10, IL-12p70, IL-13,
Niveles de citocinas |IL-17, IFN-y, y TNF-a) producidos por los Cuantitativa . 0awl mL
en respuesta a CFP | PBMCs en respuesta antigenos de continua Razon a 09 pgim LUMINEX®MAP

M. tuberculosis después de 72 de
estimulacion
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ANEXO 5. Formato de consentimiento informado para autorizacion de
procedimiento endoscopico

HOSPITAL UNIVERSITARIO DEL VALLE EVARISTO GARCIA ESE
UNIVERSIDAD DEL VALLE
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS
HOSPITAL VERDE CANAVERALEJO-ESE LADERA
HOSPITAL JOAQUIN PAZ BORRERO-ESE NORTE

Efecto de la coinfeccion por Helicobacter pylori y/o helmintos sobre la
respuesta inmune especifica a Mycobacterium tuberculosis en individuos
con infeccion tuberculosa latente

Sefior (a) cC usted ha
sido invitado (a) a participar en la presente investigacion, la cual ha sido disefiada para
evaluar el efecto de la coinfeccién por Helicobacter pylori (bacteria que infecta el estbmago)
y/o helmintos (parasitos intestinales) sobre la respuesta inmune a Mycobacterium
tuberculosis en individuos con infeccién latente (es decir que estan infectados por la
bacteria M. tuberculosis, pero no estan enfermos) de la ciudad Cali, una poblacion donde
la frecuencia de casos de tuberculosis es de 55 personas por cada 100.000 habitantes
superior al promedio nacional que es de 34 personas por cada 100.000 habitantes, el 70 %
de las personas estan infectadas crénicamente por Helicobacter pylori y un 30 % de sus
habitantes presentan colonizacion por algun tipo de helminto intestinal. Ha sido invitado (a),
porque usted ha consultado previamente su servicio de salud porque presenta sintomas
cronicos como: ardor, dolor o fatiga en la boca del estbmago, acompafiado o no de ganas
de vomitar, eructos y sensacion de llenura sin mejoria alguna, y ademas se sospecha que
usted ha estado expuesto, y posiblemente estéa infectado latentemente por Mycobacterium
tuberculosis por vivir en una ciudad de alto riesgo de tuberculosis, pero no presenta
sintomas de tuberculosis porque la infeccidn no esta activa.

Usted tendra que contestar una encuesta para confirmar su elegibilidad que puede tomarle
entre 10 a 15 minutos aproximadamente, si tiene alguna duda puede pedir aclaracion a la
enfermera o al coordinador de trabajo de campo. Adicionalmente, se le practicara una
prueba cutanea de la tuberculina en la cara anterior de su antebrazo izquierdo sintiendo un
ligero pinchazo, pasadas 72 h o a los 3 dias siguientes debera regresar nuevamente para
la interpretacion de esta prueba por parte de la enfermera del estudio. Si los resultados
confirman que usted esté infectado latentemente por la bacteria M. tuberculosis, se le
realizara un seguimiento para descartar otras coinfecciones frecuentes en nuestra
poblacion.

Existe un pequefio riesgo de enrojecimiento e inflamacion grave del brazo en personas que
hayan tenido previamente una prueba positiva a la PPD y que se hagan la prueba
nuevamente, esta reaccion también se puede presentar en unas cuantas personas que no
hayan sido examinadas antes, en caso de ocurrir se realizara un tratamiento especifico de
acuerdo a los procedimientos médico-quirurgicos vigentes en el Hospital participante.

La participacion en el estudio es voluntaria. Usted puede rehusarse a participar o retirarse

del estudio en cualquier momento sin poner en riesgo, su tratamiento médico en esta
institucion en el presente o en el futuro. Si nuevos descubrimientos tienen lugar durante el
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curso de la investigacion que puede alterar el deseo de los participantes de continuar, dicha
informacion sera proporcionada al participante. Los resultados del estudio pueden ser
proporcionados a la agencia que lo auspicia. Los resultados del estudio pueden ser
publicados. La privacidad de los participantes en todos los casos sera protegida y no sera
identificado en ninguna forma.

El participante autoriza, el almacenamiento de sus datos de forma confidencial y su contacto
para futuros estudios similares, previa aprobacion del Comité de Etica de la Universidad del
Valle. En cualquier caso, su participacion es voluntaria. Si el participante no esta de
acuerdo con gque se guarden sus datos y sus muestras debe marcar la siguiente casilla. No
autorizo el uso de las muestras en futuros estudios __ (marque con X). Si esta de acuerdo
0 cambia de opinion en cualquier momento, por favor contactar a la Dra. Miryam Astudillo
en Cali al teléfono en Cali 6670326 0 6670327 Extension 1206 o al celular: 3006096184.

Esta de acuerdo con los términos detallados arriba y se le ha entregado una copia de esta
forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha

Cedula:

Firma de quien obtiene el consentimiento Fecha

Cedula:

Nombre Testigo 1 Nombre Testigo 2
Cedula: Cedula:

El participante ha indicado que no puede leer. Se certifica que se le ha leido esta forma de
consentimiento al participante y se le ha explicado que al firmar en el sitio arriba asignado,
el participante ha indicado su acuerdo en participar del estudio.

Firma del lector Fecha

Cedula:

Firma del coinvestigador Fecha

Cedula:

Nombre Testigo 1 Nombre Testigo 2
Cedula: Cedula:
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El participante ha indicado que no sabe escribir, ni firmar, para lo cual autoriza el registro
de la huella dactilar de su dedo indice derecho, ademés de su nombre completo y niumero
de célula que a continuacion se transcribe.

Nombre participante Fecha

Cedula:

Testigo 1 Testigo 2
Huella del participante Cedula: Cedula:

Nombre de quien transcribe Fecha
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ANEXO 6. Genotipos y clasificacion de la virulencia a partir de aislados de H. pylori

Genotipos cagA vacA Total Virulencia Compendio
+ - sl s2 ml m2

Colonizacién Unica

cagA-; vacA s2/m2 - - + + Baja Baja 2
cagA+; vacA s1/ml ++ ++ ++ ++++++ Alta Alta 10
cagA+; vacA s1/m2 ++ ++ + +++++  Intermedia Intermedia 1
cagA+; vacA s2/m2 ++ - + +++ Baja Baja 1
Colonizacion mixta

cagA-; vacA s1/ml - ++ ++ ++++ Intermedia Intermedia 1
cagA-; vacA s1/m2 - ++ + +++ Baja

cagA+; vacA s?/ml ++ ++ ++++ Intermedia Intermedia 2
cagA+; vacA s?/m2  ++ + +++ Baja

cagA+; vacA s1/ml ++ ++ ++ ++++++ Alta Alta 29
cagA-; vacA s1/ml - ++ ++ ++++ Intermedia

cagA+; vacA s2/ml ++ - ++ ++++ Intermedia Intermedia 2
cagA-; vacA s2/ml - - ++ ++ Baja

cagA+; vacA s1/m2 ++ ++ + +++++ Intermedia Intermedia 6
cagA-; vacA s1/m2 - ++ + +++ Baja

cagA+; vacA s2/m2 ++ - + +++ Baja Baja 17
cagA-; vacA s2/m2 - - + + Baja

? Region vacA s indeterminada, + actividad celular (1+ a 3+ Baja; 4+ a 5+ Intermedia; 6+ Alta)
n: nimero de individuos
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ANEXO 7. Parametros hematicos, estado del hierro, inflamacion e infeccidon parasitaria en una subpoblacion

de individuos LTBI con y sin coinfeccion por H. pylori (n= 30).

*H. pylori+ sH. pylori-
Caracteristica (n=16, 53 %) (n= 14, 47 %) p Referencia

Media DS Media DS
Valores sanguineos (10%x mm?3)
Recuento de blancos 6.44 081 735 221 0.318* 4.3-11
Neutrofilos 322 060 461 180 0.013* 2.3-8.5
Linfocitos 234 042 221 041 0.346* 0.9-4.5
Monocitos 059 042 036 0.13 0.062* 0.2-0.7
Eosindfilos 023 025 011 0.20 0.076* 0.04-0.5
Plaquetas 253.7 419 2744 526 0.241 150-450
Basdfilos 0.09 0.00 0.06 0.06 0.177* 0-0.1
Recuento de rojos (108 mm3) 481 040 497 052 0.337 4.5-6.0
Hemoglobina (g/dI) 140 146 142 190 0.745 12.5-17
VCM (fiL) 91.8 4.83 887 7.49 0.228* 80-94
HCM (pg/célula) 29.0 117 283 239 0.277 28-33
Transferrina (mg/dL) 226.4 423 258.2 54.4 0.082 206-381
Hierro sérico (ug/dL) 106.9 49.3 95.0 454 0.500 37-181
Ferritina (ng/mL) 1335 909 111.6 123.7 0.318* 15-200
TNF-a sérico (pg/mL) 10.9 5.8 9.8 3.0 0.918* 0-8.1
IgE (IU/mL) 1435 301.1 115.6 240.6 0.861* 10-179
Infecciones parasitarias n % n %
Protozoarios 8 50.0 6 42.8 0.696
Blastocystis hominis 3 18.8 3 21.4 0.855
Endolimax nana 0 0.0 2 14.3
Entamoeba histolytica 3 18.8 0 0.0
Entamoeba coli 2 12.5 2 14.3 0.886

*En 1 individuo H. pylori+ no se obtuvo muestra sanguinea para analisis
§1 individuo H. pylori- presenté infeccion mixta por B. hominis y E. nana

VCM: Volumen corpuscular medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media
*valor p obtenido mediante una prueba U de Mann Whitney.
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ANEXO 8. Niveles de produccion de IL-13, IL-17 e IL-12p70 en sobrenadantes

antigenos de M. tuberculosis segun estado H. pylori y virulencia
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Respuesta de las citocinas IL-13, IL17 e IL12-p70 frente antigenos de M. tuberculosis en sobrenadantes de PBMCs de individuos
con tuberculosis latente. A. seguin su estado para H. pylori, y B. segun la virulencia de H. pylori, mediante un ensayo multiple en
LUMINEX®MAP, en participantes H. pylori-positivo (n= 17) y H. pylori-negativo (n= 14), y participantes con genotipos de alta (n=
9), intermedia (n= 3), y baja (n= 4) virulencia. Los valores fueron transformados por logaritmo natural para los andlisis. Cada
punto representa la concentracion observada después de la estimulacion menos la concentracién observada en el sobrenadante
sin estimulo. Las barras horizontales representan la media. Los valores p fueron obtenidos mediante una prueba U de Mann-

Whitney o una prueba post-hoc de Dunn.
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ANEXO 9. Analisis de componentes principales basado en la respuesta
inmune frente antigenos micobacterianos en individuos LTBly su relacién con
el genotipo bacteriano y numero de repeticiones EPIYA presentes en las cepas
de H. pylori coinfectantes

A
Cuadrante 1 | Cuadrante 2
1 & 5y4epiya,,,,./-"'/"
= ~ 3y4epiya
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- 4e ?a .
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= o+ * H.pylori-
2
N~ /e
o / o
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| \
= 1= t,\ A
o X
= .
s ——
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-
o
o . y o
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< T T T 1
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Diagrama de dispersion para los dos primeros componentes principales, ilustrando la distribucién de
los puntajes para 31 individuos LTBI con y sin coinfeccién por H. pylori. A. Diagrama de dispersion
segun el nimero de repeticiones EPIYA presentes en cepas de H. pylori. Triangulo violeta: 5 a 4
repeticiones; Triangulo verde: 3 a 4 repeticiones; Triangulos rojo: 5 repeticiones; Triangulo violeta: 4
repeticiones, Triangulo amarillo: repeticiones indeterminadas, y Punto negro: H. pylori-negativo. Las
lineas de referencia denotan cuadrantes centrados en 0. B. Comparacion del puntaje promedio de
los componentes estandarizados para el tipo de virulencia bacteriana. Diferencias evaluadas
mediante una prueba multiple de Dunnett empleando como grupo de referencia los individuos sin
coinfeccion por H. pylori, no se observaron diferencias significativas (p>0.05). El circulo en azul,
denota los individuos que presentaron un puntaje elevado en el eje IFN-y mixto. El circulo en verde,
denota los individuos que presentaron un puntaje elevado en el eje IL-10 mixto. CP1, componente
principal 1; CP2, componente principal 2.
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ANEXO 10. Constancia de divulgaciéon en simposio institucional

Universidad
Facultadde Salud del Valle

EL SUSCRITO VICEDECANO DE INVESTIGACIONES DE LA
FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSIDAD DEL VALLE

HACE CONSTAR:

Que la presentacion oral titulada “PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS A Th-LATENTE EN CALI-COLOMBIA”se presento en el marco
del XIX Simposio de Investigaciones en Salud, Octubre 24 a 26 de 2017.

Los autores de la Investigacion en mencion son: Javier Andrés Bustamante-
Rengifo, Miryam Astudillo, Luz AngelaGonzalez, Nicole Osorio, Maria del Pilar
Crespo, Yesica Bejarano, José Rafael Tovar

Esta constancia se hace por solicitud de los investigadores vy se firma a los
veinticinco dias (25) del mes de Abril del 2019

WILMAR SALDARRIAGA GIL
Vicedecano de investigaciones y posgrados
Facultad de salud
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ANEXO 11. Constancia de divulgaciéon en congreso nacional

O

@CONGRESO NACIONAL
DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Asociacién Colombiana de Ciencias Biolégicas

CAPITULO VALLE
SANTIAGO DE CALI 9 al 13 de Octubre de 2017

LA ASOCIACION COLOMBIANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS CAPITULO VALLE

CERTIFICA QUE EL GRUPO DE INVESTIGADORES:

Bustamante-Rengifo Javier A, Gonzalez Salazar Luz Angela,
Osorio Certuche Nicole, Crespo Maria Del Pilar, Astudillo Miryam

Han participado con el trabajo de Investigacién

Prevalencia de tuberculosis latente y factores s
ociodemogrdficos asociados en poblacién vulnerable
de la ciudad de Cali-Colombia

En el 52 Congreso Nacional de Ciencias Biolégicas
Realizado en Santiago de Cali del 9 al 13 de Octubre de 2017

i)

DRA. LINA—JOHKNNA MORENO GIRALDO DIAN( MARCE/ LA RIVERA JIMENEZ
PRESIDENTE 52 CONGRESO SECRETARIA 52 CONGRESO
NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS
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ANEXO 12. Constancia de divulgacién en simposio internacional

N KU
DS

Tha Usbversity of Kansas

Kansas City, K5 October, 2018

Certificate of Participation

The JUNTOS Center for Advancing Latino Health acknowledges that the poster
titled:

Effects of Helicobacter pylori infection on the specific immune response to
Mycobacterium tuberculosis in individuals with latent tuberculosis infection

Of the authors: Javier A Bustamante-Rengifo, BSc, MSc'*: Luz A Gonzalez, BSc?;
Nicole Osorio, BSc?., Maria V Diaz*; Luz F Sua, MD, PhD*; Jose R Tovar, PhD?;
Miryam Astudillo, MSc'; Maria Del Pilar Crespo, MSc, PhD'. 'Department of
Microbiology, Universidad del Valle. 2Deparment of Biology, Universidad del
Valle_ 3Statistics, Universidad del Valle *Department of Pathology, Fundacion Valle
de Lili. 3Visiting scholar. Biostatistics. University of Kansas Medical Center.

Was presented during the “Research Day Conference” within the framework of the
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