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1. RESUMEN.

El Cancer Gastrico (CG) es la principal causa de muerte por cancer en Colombia; no
obstante, los avances cientificos de los Gltimos tiempos, aun se considera un tumor letal y
la supervivencia a cinco afios es baja, 20%, es de etiologia multifactorial, en el que la dieta,
la infeccion por H. pylori y la susceptibilidad al cancer del hospedero juegan un papel
preponderante en el desenlace del proceso de carcinogésis. En la mayoria de los casos, la
infeccion por H. pylori se adquiere en la infancia y provoca una inflamacion crénica, que
persiste toda la vida, a menos que se tratase. La infeccion por cepas virulentas de H. pylori
es uno de los factores de riesgo mas importante para el desarrollo de lesiones precursoras
de CG y carcinoma gastrico. Estudios previos, en Narifio-Colombia, describieron
localidades con alta prevalencia de la infeccion por H.pylori (>80%), pero con diferente
riesgo para el desarrollo de CG. como se ha visto en Tumaco (bajo riesgo) y Taquerres (alto
riesgo), estos resultados sugieren caracteristicas diferentes a nivel genético de las cepas
circulantes, con distintos grados de patogenicidad entre las regiones anatomicas en un

mismo paciente, fendmeno conocido como colonizacion multiple.

El objetivo de esta investigacion fue: Evaluar la colonizacion multiple de aislados de
H. pylori en pacientes con gastritis cronica provenientes de las poblaciones con contraste en
el riesgo de desarrollar Cancer gastrico: Tumaco-Narifio, bajo riesgo; Tuquerres-Narifio alto
riesgo, quienes se sometieron a una endoscopia digestiva superior en el proyecto
“Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de Helicobacter
pylori en pacientes con gastritis cronica”, que incluyé 409 pacientes de ambos géneros de
las poblaciones, con sintomas de dispepsia entre los 18 y 65 afios de edad. De los cuales se
obtuvieron fragmentos de mucosa gastrica de las regiones de antro y cuerpo, para para el

diagndstico histopatolégico, cultivo, genotipificacion (cagA, vacA) y PCR-RAPD.

Los aislamientos de H. pylori obtenidos de las tres biopsias de las regiones anatomicas
(antro y cuerpo) de cada uno de los pacientes, (41/203) y (31/206), de Tumaco y Taquerres
respectivamente fueron sometidos a pruebas de identificacion fenotipica y genotipicas. La
genotipificacion de los aislados, evidencié una alta prevalencia del genotipo cagA-

positivo/vacA siml. 70.7% en Tumaco y 63.4 % en Tuquerres y colonizacién maltiple de



52.8%. Los grados de variabilidad de la diversidad del ADN gendmico entre los aislados
clinicos obtenidos con la PCR — RAPD con los cebadores 1281 y 1254, basado en una clara
distincion de los patrones con diferencias en las bandas revelan que: 4 pacientes albergan
una Unica cepa de H.pylori, mientras que 37 mostraron huellas heterogéneas de ADN que
indican infeccion por multiples cepas en distintos sitios anatomicos en el mismo pacientes
en la poblacion de Tumaco. En la poblacién de Tuquerres 30 pacientes albergan diversas
cepas en el mismo paciente en diferente regién anatémica. En la poblacién de Tumaco el
dendrograma que se realizo con el metodo UPGMA, estaba compuesto por 10 grupos, con
un cociente de similitud de 0.07. En la poblacion de Tuquerres el dendrograma se
conformd con siete grupos, con un cociente de similitud de 0.13. En ninguno de los
conglomerados, fue significativa la segregacion de los aislados por sitio anatomico, edad,
sexo, tipo de gastritis.

Los resultados confirman que es elevada la proporcion de los genotipos virulentos en las
poblaciones de estudio 94% en Tumaco y 99% en Tuquerres y en la poblacion de alto
riesgo para el desarrollo de cancer gastrico (Tuquerres) es mayor la probabilidad de
presentar colonizacion multiple (55.3%), y los analisis de diversidad genética confirman
que es mayor la diversidad entre los aislados de Tuquerres (0.13) que en los de
Tumaco (0.07).

Palabras claves: Cancer gastrico, H. pylori, Islote de patogenicidad, cagA, vacA,
Colonizacién maltiple, PCR-RAPD.




2. INTRODUCCION

El Céncer gastrico es la tercera causa de muerte por cancer en el mundo GLOBOCAN
2008 (1), y ocurre la mayoria de casos en paises en via de desarrollo (2). En el afio 2.008
fueron reportados cerca de 12.6 millones de casos de céancer, de éstos el 7.8% fue por
Céncer gastrico (3). Este cancer presenta una prevalencia de 10.1 /100.000 habitantes
(hombres y mujeres) por afio. Ademas es la primera causa de muerte por cancer, con 5.073
casos, Yy el segundo en incidencia con 6.635, casos para el afio 2.008 (3).

Se han descrito diversos factores de riesgo para el desarrollo de Cancer gastrico, entre los
que la infeccion por H. pylori, se ha considerado como el principal factor de riesgo (4);
siendo clasificado como carcindgeno tipo I por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
en 1994 (IARC: International Agency for Research on Cancer)(5). Otros factores asociados
con Cancer gastrico incluyen las dietas ricas en carnes rojas, la ingesta de condimentos
irritantes (pimienta), el exceso de sal, el consumo de alimentos ahumados y preparados con
vinagre (6), el consumo de tabaco (7) y la obesidad (8). El género y la edad son factores de

riesgo, aunque es mas prevalente en hombres (5).

La infeccion por H. pylori afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, pero es
prevalente en paises en desarrollo (9). Esta se adquiere en la nifiez y persiste a lo largo de la
vida si no es tratada; Esta presencia hasta la adultez se asocia con la aparicién de patologias
gastricas como: gastritis cronica, Ulcera péptica, Cancer gastrico y linfoma tipo MALT
(Mucosa-associated lymphoid tissue) (4). En Colombia el riesgo de Cancer gastrico varia
de acuerdo con las zonas geogréficas: en las zonas andinas el riesgo es 2.1 mientras que
para las zonas costeras es de 0.47 (10), y coexisten regiones de alto y bajo riesgo para
desarrollo de cancer. Este contraste en el riesgo en poblaciones cercanas, con prevalencia
de infeccion por H. pylori similar: Pasto 74% y Tumaco 80% (11), se explica por la alta

diversidad genética de la bacteria, con niveles de compromiso variable en la patogenicidad



(12).

Investigaciones previas describen diversidad de cepas bacterianas de H. pylori, con
diferencias en sus factores de virulencia como el gen asociado con citotoxicidad (cagA)
(12) y el gen relacionado con la produccion de toxina vacuolizante (vacA) (13). Por otro
lado, esta establecido que cepas de H. pylori que poseen el islote de patogenicidad cag
(PAI) se consideran virulentas y estan mas asociadas con Ulcera péptica y el Cancer gastrico

que cepas que no tienen este locus (14,16).

La erradicacion del H. pylori de la mucosa gastrica es el pilar fundamental en el tratamiento
de patologias como la gastritis crénica, Ulcera péptica, metaplasia y displasia (16). El
tratamiento de primera linea recomendado por el consenso de Maastricht (17), para su
erradicacion, es la triple terapia que consiste en un inhibidor de bomba de protones
acompafiado de claritromicina y amoxicilina o metronidazol, no obstante, el fracaso
terapéutico es inherente y puede atribuirse a factores humanos y bacterianos entre los 1que
se destacan: dosis inadecuadas de los medicamentos, insuficiente tiempo de uso o abandono
del tratamiento, disminucion de su actividad por interacciones con otras sustancias,
colonizacion de la mucosa géastrica por multiples cepas de H. pylori (virulentas y no
virulentas) y la coexistencia con aislados bacterianos susceptibles y resistentes a los

antimicrobianos empleados (18).



3. JUSTIFICACION.

En paises en via de desarrollo, como Colombia, las enfermedades como la gastritis, Ulcera
péptica y el Cancer gastrico constituyen un problema significativo de salud publica. Los
conocimientos recientes indican que estas afecciones estan asociadas con la infeccion por
H. pylori. En nuestro pais, coexisten regiones de alto y bajo riesgo para el desarrollo de
Cancer géstrico, aunque la prevalencia de la infeccion es similar (>80%) (11), como se ha
visto en Tumaco (bajo riesgo) y Tuquerres (alto riesgo), estos resultados sugieren
caracteristicas diferentes a nivel genético de las cepas circulantes, con distintos grados de
patogenicidad entre las regiones anatémicas en un mismo paciente, fendmeno conocido
como colonizacion multiple. Si bien la diferencia en el riesgo se ha asociado con la
virulencia de la cepa infectante, se considera necesaria la persistencia de la infeccion y su
interrelacion con agentes ambientales como estimulos previos para el desarrollo de lesiones
precancerosas y finalmente la aparicion del carcinoma gastrico, que puede ser evitado
mediante la erradicacion del agente infeccioso en estadios tempranos de la infeccion. Por
esta razon, la informacion sobre la sensibilidad o resistencia de este microorganismo a los
agentes de erradicadores empleados con mayor frecuencia, es de vital trascendencia, al

igual que los mecanismos moleculares que se encuentran involucrados.

Para explicar la asociacion entre el H. pylori y Cancer gastrico se proponen varias hipotesis
pero, la mas aceptada es la que sugiere que la bacteria, por infectar la mucosa gastrica,
provoca una gastritis cronica atrofica multifocal, asociada con hipoclorhidria, lo que facilita
el sobre crecimiento bacteriano y el aumento de nitrosaminas y nitrosamidas, que tienen

alta capacidad mutagénica las cuales son las responsables de las lesiones pre malignas (19).

AUn no se ha hallado el tratamiento ideal posiblemente porque la mucosa gastrica de un
hospedero puede estar colonizada por mdaltiples cepas de H. pylori (virulentas y no
virulentas) y que, ademas coexistan aislados bacterianos susceptibles y resistentes a los
antimicrobianos (18), o que ocurra un cambio de genotipo de H. pylori de virulento: cagA

positivo a no virulento: cagA negativo que implique pérdida del islote de patogenicidad



inducida por la presion ambiental de los antimicrobianos. Este fendmeno, no estudiado en
Colombia, dificulta la erradicacion del microorganismo, como estrategia en los esquemas
de tratamiento y prevencidon de las lesiones precursoras de Cancer gastrico.

Si se tienen en cuenta estas evidencias, es menester contar con la genotipificacion de los
aislados de H. pylori obtenidos de las distintias localizaciones géstricas (antro y cuerpo)
para evaluar la colonizacién multiple de cepas de H. pylori, mediante el analisis de la
diversidad genética, en pacientes con gastritis provenientes de dos zonas del departamento
de Narifio con contraste en el riesgo de desarrollar Cancer gastrico;(Tumaco- bajo riesgo y

Tuquerres - alto riesgo).



4. MARCO TEORICO.

Estudios en diferentes poblaciones y en modelos animales, muestran que H. pylori esta
asociado con el desarrollo de Cancer gastrico (20). En la historia natural de la
carcinogénesis gastrica en humanos se establece la siguiente evolucion: gastritis cronica
superficial => gastritis cronica atrofica (GCA) => metaplasia intestinal (MI) => displasia
(leve - moderada - severa) => Cancer gastrico (CG). H. pylori desencadenaria una cascada
de eventos que implican finalmente el CG. Por tanto existe mayor probabilidad de
desarrollo mientras mas temprana sea la etapa en la que se adquiere la infeccién. Los
pacientes infectados con H. pylori que llegan a padecimientos severos, como Ulcera péptica
y Cancer gastrico, son el grupo ideal para la erradicacion de la infeccion (The Maastricht
Consensus 1997); sin embargo, actualmente no es posible identificar  pacientes
asintomaticos infectados con H. pylori que tengan un alto riesgo para desarrollar dichas
patologias. La prevalencia de la infeccion es mayor en paises en vias de desarrollo (90%)
en comparacion con la observada en paises desarrollados que es del 53% (21).
Aproximadamente, el 1% de los pacientes infectados con H. pylori desarrollara Céancer
gastrico (22). Se detecta con mayor frecuencia en pacientes con Cancer gastrico en etapas
tempranas, que en aquellos con etapas avanzadas de la enfermedad, porque posiblemente

la bacteria no coloniza epitelios.

4.1. Generalidades de H. pylori.

Esta bacteria descrita por primera vez en el afio de 1981 por Marshall y Warren, coloniza
mas de la mitad de la poblacion mundial (4), donde la infeccidn ocurre en la infancia, y en
individuos que viven en condiciones precarias y de hacinamiento (23; 24). Las principales
vias de transmisién de la infeccion son: las vias fecal-oral, oral-oral y gastro-oral (25,26).
Se presume que en infantes la mayor via de la infeccion es fecal-oral. En condiciones de
hacinamiento y precarias de vida; la infeccion puede persistir a lo largo de la vida, hasta

generar lesiones precancerosas y finalmente el Cancer gastrico, si no es detectado a tiempo



y tratado de forma oportuna. Cuando la infeccidn ocurre por primera vez en adultos causa

gastritis con hipoclorhidria, malestar gastrico y nauseas (4, 27).

Se ha observado que la mayoria de los paises en via de desarrollo tienen una prevalencia de
la infeccion por H. pylori de un 90% o mas, con cerca del 50% de la poblacion infectada
(9); la prevalencia de la infeccion por H.pylori en Colombia es muy alta en todo el pais,
como: Bogota; en Tunja y Manizales la prevalencia de la infeccion es de 99.1% y 85.5%,
respectivamente, Tuquerres (85.4%), Tumaco (88.7%) (28)

4.2. Caracteristicas microbioldgicas de H. pylori.

H. pylori es un bacilo Gram-negativo, de 0.5a 1 um de ancho y 3 um de largo, posee de 2
a 6 flagelos monopolares, y crece en ambientes microaerofilicos. Su morfologia
caracteristica es espiral; sin embargo, puede observarse en forma cocoide en condiciones no

favorables para su crecimiento (29).

La temperatura 6ptima de crecimiento para H. pylori es 37 °C, aunque puede desarrollarse
en un rango de 35 a 39 °C en microaerofilia. Para su cultivo se requieren medios
suplementados con suero o sangre entre el 5% y 10%, que actuan como fuentes adicionales
de nutrientes; usualmente se emplean con mas frecuencia para su cultivo los medios solidos
Agar Mueller-Hinton y Agar Columbia, pero puede ser cultivada en medios liquidos y con
menor dificultad a partir de caldo de Brucella, infusion cerebro-corazén, Mueller-Hinton y

tripticasa soja, todos ellos suplementados con nutrientes (30).

4.3. Caracteristicas moleculares.

Se han secuenciado distintas cepas de H. pylori (31), lo que ha permitido conocer que su
genoma se encuentre estructurado en un solo cromosoma circular de entre 1,5-1,8 Mb y

alrededor de 1.590 secuencias codificadoras (32).



La diversidad genética entre cepas se debe a la capacidad que posee este microorganismo
para mutar, transformarse y recombinarse con otras cepas, variantes clonales o incluso otras
especies (33, 34, 35) Ejemplos de estas capacidades incluyen el intercambio de alelos de
genes de virulencia como cagA, la pérdida de una parte de ellos como en ocasiones ocurre
con la isla de patogenicidad cagA o la recombinacion con otras cepas que provocan

cambios fenotipicos en la expresion de proteinas como VacA (36).

Es posible que algunas cepas mutantes sobrevivan en el estbmago de un individuo, que
actian como reservorio de elementos genéticos para las demés bacterias con las que
cohabita y se selecciona el clon dominante segun la presion que ejerza el medio (31, 37).
De esta forma, incluso una Unica cepa puede generar multiples variantes y seleccionarse
aquellas que mejor se adaptan al hospedero y al medio durante la colonizacion a largo plazo
(38).

Por otro lado, esta elevada diversidad genética facilita su recombinacion y mutacion para
sobrevivir en medios hostiles y, le permite hacer resistencias frente a antibioticos utilizados

en la clinica.

4.4. Factores de H. pylori involucrados en la colonizacion de la mucosa gastrica.

Entre los factores en H. pylori involucrados en la colonizacion de la mucosa gastrica, se
diferencian aquellos asociados con el dafio tisular y con la supervivencia de la bacteria. Se
considera que los flagelos, la ureasa, y adhesinas son factores esenciales en la colonizacion
de la mucosa gastrica, los mutantes de H. pylori para estas caracteristicas son incapaces de

colonizar la mucosa géastrica en animales de laboratorio (38).



4.4.1. Flagelos y motilidad.

La morfologia en espiral y los flagelos polares, le permiten a H .pylori penetrar en la capa
de mucina y tiende a incrementar su actividad cuando la viscosidad del medio es mayor, y

se reduce en ambientes con pH inferior a 4 (38).

4.4.2. Ureasa.

La ureasa es una de las enzimas clave en la patogénesis de H. pylori. Tiene un peso
molecular de 550 kDa y se compone de tres subunidades de 26.5 kDa (Ure A), 61 kDa (Ure
B), y 13 kDa (Ure C) (84, 100). La ureasa cataboliza la hidrolisis de la urea presente en el
estomago en amonio y dioxido de carbono; Se crea un microambiente de pH neutro (pH 6 -
7) alrededor de la bacteria, lo que le facilita la supervivencia en el medio acido del
estomago y su migracion al epitelio gastrico. Cuando alcanza la superficie de las células de
la mucosa o en un medio con pH 6-7, se inactiva el transportador Urel en la membrana, que

permite la entrada de la urea al citoplasma de la bacteria e inhibe su hidrolisis (38).

El amonio producido, a partir de la hidrélisis de la urea, induce necrotizacion del tejido
profundo y colabora en el desarrollo de gastritis atrofica cronica y facilita el incremento de

infecciones virales y la carcinogénesis (39).

4.4.3. Catalasa.

En el proceso infeccioso de H. pylori se presenta una fuerte respuesta inflamatoria mediada
por neutrofilos y macréfagos, por lo que la bacteria presenta la enzima superéxido
dismutasa que cataliza la formacion de peréxido de hidrégeno a partir del superéxido
producido por estos polimorfonucleares y macréfagos. Este peroxido de hidrogeno es

sustrato de la catalasa, que le descompone en agua y oxigeno (38).
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4.4.4. Adhesinas.

La adherencia a las células epiteliales gastricas es un prerrequisito para la colonizacion del
estdbmago por H. pylori (40), para evitar la erradicacion via el intercambio de la mucosa y el
peristaltismo gastrico. Se requiere el contacto intimo con las células epiteliales para que se
ejerzan los efectos patogénicos producidos por H. pylori en la mucosa géstrica, como son
cambios morfolégicos e induccion de una respuesta inflamatoria (41).

En aproximadamente el 1% de la poblacion con H. pylori, esta se adhiere a las células
epiteliales, mientras que el resto de las bacterias se encuentran en la capa de moco (42). En
H. pylori se han estudiado dos adhesinas: la adhesina A (BabA2), de union al antigeno de
los grupos sanguineos A, B 'y O (43, 44), y la adhesina de unién al &cido sialico, SabA (43).
BabA2 es una proteina de membrana externa que interactia con el antigeno del grupo
sanguineo Lewis b, en las células epiteliales, el producto del gen babAl es idéntico al de
babA2, excepto por diez nucledtidos menos en su secuencia, BabAl no puede interactuar
con el antigeno Lewis b, para colonizar el epitelio gastrico, mientras que BabAz2, que es la
Unica activa, estéd asociada con el riesgo de desarrollar Glcera péptica o Cancer gastrico y su

ausencia se relaciona con formas no complicadas de gastritis (45).

4.5. Patogenicidad de H. pylori.

A pesar de la alta incidencia de la infeccion por H. pylori en el ambito mundial, la
frecuencia de patologias gastricas, como Cancer gastrico, es variable (46), al parecer, este
fendbmeno puede estar relacionado con la respuesta inmunoldgica del huésped, factores
ambientales, nutricionales o de virulencia del H. pylori (46). Muchos genes de H. pylori
asociados con virulencia han sido identificados, como el gen cagA y gen vacA entre otros,
los cuales tienen una funcidn determinante en el avance de la enfermedad (47). Existe un
considerable polimorfismo inter e intrapoblacional en los factores virulencia de las cepas de

H. pylori que infectan las maltiples poblaciones humanas.
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Un factor de virulencia es la presencia del gen cagA que codifica para la proteina asociada
con citotoxicidad CagA (48). El loci del gen cagA es un marcador del islote de
patogenicidad (cag-PAl), un inserto de 40 kb dentro del cromosoma del H. pylori que
codifica para proteinas que aumentan la virulencia de las cepas, aungque no esta presente en
todos los aislados. Cuando estd presente, que es en mas del 50% de las cepas
aproximadamente, se asocia con eventos clinicos severos, dafio inflamatorio y aumento del
riesgo de Cancer gastrico y Ulcera duodenal (48). La proteina de membrana externa
denominada Citotoxina asociada a gen A (CagA), es altamente inmunogénica, lo que esta
documentado por estudios en los que detectaron niveles elevados de anticuerpos 1gG por
ELISA contra CagA en pacientes con Ulcera duodenal, con Ulcera gastrica, con dispepsia no
ulcerosa (49) y adenocarcinoma o linfoma gastrico (50). Ademas, es oportuno citar que
todas las cepas de H. pylori tienen el gen vacA, que codifica para una citotoxina de 87 kDa
que causa la vacuolizacion de las células epiteliales y esta asociada con virulencia (51),
aungue sélo entre el 50 y el 65% de las cepas de H. pylori producen la proteina citotoxica
(52). La infeccion multiple por cepas de H. pylori con diferentes alelos de vacA es comun

en paises en desarrollo (53, 54).

En Colombia el genotipo predominante es slb, comparable con lo encontrado en Costa
Rica y Peru (54) paises en los que hay una baja frecuencia de cepas con el genotipo sla
(55). En Colombia es comun la infeccion mixta, la deteccién simultdnea por PCR de
genotipos vacA sla y vacA slb en muestras de biopsias de mucosa gastrica fue comun, en
comparacion con la baja frecuencia de los mismos alelos cuando la muestra fue aislada con

cepas cultivadas (54).

Una posible explicacion sobre la distribucion de genotipos de vacA en poblaciones y areas
geogréficas diferentes seria la hipdtesis que sostiene que a través del tiempo las cepas de un
solo genotipo han originado genotipos diversos como el resultado de adaptaciones a un

huésped con particulares caracteristicas.
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4.6. Islote de patogenicidad.

La isla de patogenicidad cagPAI es uno de los factores de virulencia mas relevante para la
patogénesis de la bacteria. La isla de patogenicidad es un segmento de 40 kb, con un
contenido de G+C del 35% que es menor que el 39% calculado para el genoma total de H.
pylori (56). Lo anterior indica que la isla no se origind en H. pylori y que pudo adquirirse
por transferencia horizontal a partir de un antecesor de momento desconocido e integrado
en el gen cromosdmico de la glutamato racemasa (57), esta isla de patogenicidad codifica
un sistema de secrecion tipo 1V (SST4) que es el encargado de inyectar la proteina CagA, el
peptidoglicano y posiblemente otras sustancias en las células hospedadoras (58, 59). Los
SST4 son un amplio grupo de complejos sistemas transportadores descritos en bacterias
Gram negativas, relacionadas ancestralmente con sistemas de conjugacion, y para los
cuales, el descrito en Agrobacterium tumefaciens (oncobacteria que afecta a células

vegetales), es elprototipo de referencia.

La isla tiene 27 marcos de lectura abiertos entre los que se encuentra cagA (56). Aunque los
genes vacA y cagA no estan juntos en el cromosoma, existe una asociacion significativa
entre la presencia de cagA y vacA sl (53), las cepas cagPAI negativas rara vez expresan el
genotipo vacA sl (60). Los cepas de H. pylori se dividen en dos tipos: las tipo | son
cagA+/vacA+ y las tipo Il son cagA-vacA— (61). Las cepas tipo | son méas virulentas que las
tipo Il que no tienen la isla de patogenicidad y poseen el genotipo vacA s2 y no son
citotoxicas (57). Las cepas tipo Il no estan asociadas con patologias géastricas (61). Las
cepas cagPAI se encuentran con mayor frecuencia en pacientes con Ulcera péptica y Cancer
gastrico (62) La expresion de CagA se ha considerado como un marcador de la presencia de

laisla y es una de las proteinas mas inmunogénica de H. pylori (60).
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4.7. Proteina CagA.

Es una proteina con un peso molecular aproximado que varia de 120 a 145 kDa, conocida
como citotoxina asociada con el gen A (o CagA), con una region carboxilo terminal
variable (57), se encuentra en aproximadamente el 60% de los aislamientos de H. pylori
(63). El gen cagA se localiza al final de la isla de patogenicidad cagPAl (57). El gen cagA
se utiliza como un marcador de la isla, con lo que las cepas se dividen en cagA+ y cagA—
(64). La union de H. pylori cagA+ en células epiteliales humanas en cultivo induce su
dispersion y alargamiento y un re-arreglo del citoesqueleto (65). Se ha propuesto que la
translocacion de cagA en las células depende de los genes de virulencia del sistema de
secrecion tipo 1V que se encuentran en la isla de patogenicidad cagPAl (56). H. pylori es
conocido por su marcada diversidad genetica inter e intrapoblacional, adicionalmente los
genes cagA y vacA son polimorficos y representa implicacion clinica dependiente de la

cepa que infecten una poblacion humana en particular (66).

4.7.1. Método de accion de la proteina CagA.

H. pylori se une a la célula diana e inyecta la proteina CagA en su interior. Una vez en el
interior busca la cara interna de la membrana celular que es donde tiene lugar la
fosforilacion (59). Las proteinas encargadas de ello son de la familia de las Src quinasas (c-
Src, Fyn, Lyn, Yes...) (67, 68) y las regiones fosforiladas son secuencias especificas de
aminodcidos: glutamato (E), prolina (P), isoleucina (l), tirosina (Y), alanina (A)
denominadas “EPIYA motifs”. Esta fosforilacion ocurre directamente sin ningun estimulo
previo que, probablemente indica que estas quinasas son activas constitutivamente en las

células epiteliales de la mucosa gastrica.
Una vez fosforilada la proteina CagA interacciona con una tirosinfosfatasa, la proteina

SHP-283, (69). Esta proteina contiene dos dominios SH2 que normalmente se encuentran

unidos al centro catalitico de la enzima. Por interaccionar con la proteina CagA fosforilada,
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las secuencias EPI'YA se unen a los dominios SH2 y se activa su funcion fosfatasa. Asi, son
desfosforilados sustratos celulares que inducen un fenotipo celular alargado y un
reordenamiento del citoesqueleto (hummingbird cells) (70) y, potencian la activacion
mantenida de la via fisioldgica de ERK MAP quinasas, via que regula tanto el crecimiento
celular (por lo que se considera el gen cagA como oncogénico) como su morfologia, y
contribuye al aumento de células con el fenotipo hummingbird.

Aungue CagA activa vias fisioldgicas humanas no se ha encontrado similitud con ninguna
proteina de mamiferos. Pero si se ha relacionado la activacion prolongada de estas vias con
la progresion de fase G1 a S, por lo que CagA podria estar implicada en una mayor
predisposicion de la célula gastrica porque descontrola su crecimiento (71). Estos
mecanismos conllevan una grave alteracion y dafio en el hospedador, por lo que H. pylori
ha desarrollado un mecanismo feed-back que controla su accion para mantener un cierto
equilibrio: la proteina CagA fosforilada, ademas de unirse a la fosfatasa SHP-2 puede
interaccionar con los dominios SH2 de las Src quinasas, que fosforila las proteinas Src e

impide asi que sigan activando a mas proteina CagA (72).

Ademas de estos efectos regulados por la fosforilacion, la proteina CagA puede por vias
independientes, activar otras vias (en interaccion por ejemplo con Grb2 o c-Met) (45),
alterar la unién celular de la mucosa gastrica (en interaccion con Z0O-1) (39) o bien la
regulacion de ciertos factores de transcripcion entre los que se encuentran el nuclear
kappaB90 que induce la produccion de IL-8 (también inducido por el peptidoglicano
inyectado por el SST4 codificado por cagA PAI) (73).

4.8. Citotoxina vacuolizante.
Es una proteina codificada por el gen vacA que induce la vacuolizacién y posterior

destruccion de las células epiteliales gastricas.

El gen se encuentra presente en todas las cepas y aunque casi todas producen la proteina
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VacA (74), menos del 50% expresa la citotoxina en su forma mas activa: una exotoxina
compuesta por dos subunidades (p33 y p55) implicadas en la accién tdxica e interaccion

con la membrana respectivamente (75).

VacA estd adaptada al pH é&cido del estomago (76) donde se une a un receptor de
tirosinfosfatasa necesario para que induzca la formacion de Ulcera gastrica, segun los datos
obtenidos en estudios con ratones transgénicos (77), para ser introducida en el citosol que
es su lugar de accion (78).

4.8.1. Mecanismo de accion de la proteina VacA.

El mecanismo exacto por el que se produce la vacuolizacion no esta descrito en su totalidad
pero se ha reportado que implica alteraciones en la membrana que afectan a la via
endosomalisosomal y formacion de canales selectivos de iones en esa misma membrana
(79).

Por otro lado, la proteina VacA, ademas de desencadenar la vacuolizacion celular, interfiere
en la presentacion de antigeno (80), aumenta la permeabilidad de capas epiteliales
polarizadas (81) e induce apoptosis mediante la liberacion de citocromo C y de las caspasas

de las mitocondrias (82, 83).

VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica aumenta la expresion de
ciclooxigenasa 2, en las células T, neutrofilos y macrofagos, que a su vez pueden activar la
produccidn del factor de crecimiento vascular endotelial y provocar procesos tumorgénicos.
Aunque no estan definidos los mecanismos por los que la respuesta inmune inducida por
H. pylori contribuye a la carcinogénesis gastrica, la sobreexpresion de COX-2 y el aumento
de citoquinas proinflamatorias originan alteraciones morfologicas que pueden llevar
gastritis atroficas y metaplasia intestinal (84). Al mismo tiempo, interrumpe la maduracion
de los fagosomas en los macréfagos, por lo que la bacteria sobrevive dentro de los mismos
(85).
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4.8.2. Polimorfismo del gen vacA.

Aun cuando el 80% de las cepas de H. pylori poseen un gen funcional, el efecto citotoxico
solo se detecta en un 50% de la poblacion infectada (86). La diferente toxicidad de esta
proteina se asocia con la idea de que el gen vacA tiene una estructura mosaico que le
permite varias formas de presentacion: se pueden distinguir 2 familias (s1 y s2) con base en
el analisis de la secuencia del extremo 5’ del gen (codifica la region seial N-terminal de la
proteina) y otras 2 familias adicionales (m1 y m2) que analizan la region media que codifica
parte de la subunidad de union a células epiteliales p55 (15, 87).

Recientemente, ha sido descrita una nueva region intermedia (tipo il o i2) con actividad
reguladora, asi como varias subfamilias s1 (a, by c), m1y m (88).

Entre las tres regiones son posibles todas las combinaciones. EI mecanismo por el que las
distintas formas predispone a las diversas enfermedades no se ha descrito pero si la relacion

entre cada una de ellas:

4.8.2.1. Region senal (s).

Numerosos estudios (58, 89), describen la Ulcera péptica es mas frecuente en pacientes con
H. pylori que presenta el tipo s1 frente a los que presentan el s2, aunque este hecho se
mantiene en menor medida en paises orientales (90). Algunos estudios sugieren que el tipo
vacA s2 sea relativamente no citotoxico (91) o incluso que sea capaz de disminuir la

capacidad de la proteina para formar canales en la membrana celular (92).

4.8.2.2. Region media (m).
Alelo que codifica un fragmento de la subunidad de unién p55 (86). La diferencia entre
ambos tipos de proteina (m1 y m2) son alrededor de 30 aminoéacidos incluidos en esta

region (74).
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El tipo m1 ha sido asociado con un mayor dafio epitelial que el tipo m2 en ensayos con
determinadas lineas celulares (93). Sin embargo otros estudios demuestran que las cepas m2
pueden ser igualmente tdxicas, con excepcion de la linea celular HeLa con la que tiene
dificultades de interaccion. Probablemente, las distintas formas de la toxina posean
dominios de union (40). La codificada por el tipo m1 es la que se asocia con vacuolizacion
en una mayor variedad de células (94), pero es preciso tener en cuenta que la region media
parece tener una implicacién més relevante en la interaccion con las células géstricas que

con la accion toxica propiamente dicha (95).

Se han encontrado hibridos mim2 (m1 proximal, m2 distal) en los que la capacidad de

vacuolizacion parece similar a las cepas m1 (96).

4.8.2.3. Combinaciones (s/m).

Todas las combinaciones son posibles, aunque la combinacion s2m1 es poco frecuente.

El genotipo siml se asocia con patologias mas graves: ulcera (97) y Cancer gastrico (15).
Mientras que las cepas con el alelo m2 suelen presentar baja asociacion con estas
patologias, especialmente s2m2. Sin embargo, la forma s1m2 (98), ha sido descrita en casos
de Ulcera péptica y el alelo m2 es muy prevalente en China donde la ulcera y el Cancer

gastricos son frecuentes.

4.8.2.4. Region intermedia (i).

Se encuentra entre la region s y la m y cumple una funcion reguladora. Con base en su
secuencia aminoacidica se han descrito dos fenotipos, il e i2. Algunos estudios realizados
en Iran (87) sugieren que las cepas siml (las mas virulentas) suelen ser i1, mientras que las
s2m2 (las menos virulentas) suelen ser i2. Ademas, en el caso de la combinacién slm2, la
presencia de il se relaciona con mayor citotoxicidad y la de i2 con su ausencia. Parece que

las cepas il son frecuentes en China y Japdn donde la prevalencia de Cancer gastrico es

18



elevada (31). Esto indicaria la capacidad reguladora y predictora de patogenicidad de la

region intermedia, aunque son necesarios mas estudios que lo confirmen.

4.9. Papel de la respuesta inmune en la infeccion por H. pylori.

La infeccion estimula tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa (99). El paso
inicial en este proceso es el reconocimiento del microorganismo a través de Nodl
(Nucleotide-binding oligomerization domain protein 1), que identifica un muropéptido de
los peptidoglicanos de estas bacterias (99). Después del reconocimiento por Nodi,
numerosas celulas inflamatorias infiltran el epitelio colonizado, agudizan la inflamacion y
participan en la generacion de una respuesta inmune adaptativa (99). Asi, la respuesta
innata es un factor determinante en la gravedad de la enfermedad y la carcinogénesis

gastrica.

La respuesta inmune adaptativa a H. pylori es mediada por células LT-CD4" Th1, asociada
con la liberacion de citoquinas proinflamatorias IL1, IL2, IFNg y la activacion de
macrofagos. Esta respuesta de linfocitos LT-CD4'Thi, se asocia con gastritis y atrofia
gastrica, en contraste con la respuesta mediada por citoquinas anti-inflamatorias 1L4, 1L10,
caracteristica de la respuesta de linfocitos LT-CD4'Th2, que parece ser protectora. La
respuesta de linfocitos LT-CD4'Th1, es “equivocada”, por cuanto H. pylori es una bacteria
extracelular que, al igual que microorganismos similares, deberia desencadenar una
respuesta LT-CD4"Th2 (100). La respuesta LT-CD4"Th1 produce interferén gamma (IFNy),
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), IL-12, IL-18 (99). Estas citocinas tipo | activan los
macrofagos, los cuales, a su vez, secretan factores pro-inflamatorios y adquieren mayor
capacidad bactericida en comparacion con su activacion por respuesta celular LT-CD4"Th2
(99). La gravedad de la gastritis crénica se correlaciona con el namero de células que
secretan IFNy (101). La diferenciacion de la respuesta inmune del tipo LT-CD4'Thl es
influida por la bacteria misma y por factores ambientales (102). Las infecciones por

parasitos que inducen respuesta LT-CD4"Th2 se ha sugerido como un factor que explica la

19



menor incidencia de cancer gastrico en regiones de Africa “enigma africano” (46), e incluso
en Colombia, se ha documentado en nifios de Tumaco, una region de menor prevalencia de
Céancer gastrico, comparada con Pasto (116). La respuesta LT-CD4"Th2 produce IL-4, IL-5,
IL-10 y factor de crecimiento transformante  de fibroblastos, IgA de mucosas e IgE, y
disminuye la inflamacion causada por LT-CD4'Th1 en respuesta al H. pylori (103), que
afecta la progresion de gastritis cronica a atrofia, displasia y cancer. De esta manera, la
helmintiasis en los nifios promueve la polarizacion a LT-CD4"Th2, que altera la respuesta
usual a la infeccion por H. pylori, que puede disminuir el riesgo de Cancer gastrico mas
tarde en la vida de esos individuos. La infeccion tiene un largo periodo subclinico, durante
el cual produce inflamacién y dafio progresivo de la mucosa gastrica. No obstante que las
diferentes cepas de H. pylori difieren en su capacidad para producir inflamacion (104), el
desenlace clinico depende de la interaccion entre las caracteristicas genéticas del huésped,
el medio ambiente y el microorganismo (105).

4.10. Epidemiologia de H. pylori.

El habitat especifico de H. pylori es la mucosa gastrica del hombre, aunque pueden existir
otros reservorios animales como primates, y gatos domesticos (106). El agua no clorada
también ha sido descrita por algunos autores como reservorio natural y posible medio de

transmision del microorganismo (107)

La infeccion por H. pylori se produce en todas las regiones del mundo, de forma que
alrededor de un 50% de la poblacidn esta colonizada (108). Sin embargo, sélo entre un 10%
y un 15% de los individuos infectados sufrird ulcus peptidico y hasta un 1-3% desarrollaran
Cancer gastrico. No se conoce con exactitud el mecanismo de transmision pero se cree que
se deba al contacto interpersonal (oral-oral, oral-fecal) ya que la edad (109), el nivel de
desarrollo de la zona y factores socioecondmicos individuales parecen influir en la

adquisicion del microorganismo (110):
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Se ha descrito la infancia como la edad en la que se adquiere con mayor frecuencia el
microorganismo aunque existen diferencias entre los paises industrializados y en vias de
desarrollo: en los primeros la seroprevalencia en la nifiez es baja y se incrementa con la

edad y en los Gltimos la infeccién se produce con una tasa elevada durante la infancia.

En paises en vias de desarrollo, en los que la falta de estructura sanitaria y el hacinamiento
facilitan la transmisidn, las tasas de prevalencia tanto en nifios como en adultos son mas
elevadas que en paises industrializados (111). Al mismo tiempo, se ha comprobado que

existe una variabilidad genética que también tiende a organizarse geogréficamente.

En primer lugar, parece demostrado que esta variabilidad es baja cuanto menor es la
distancia geografica con Africa oriental, lugar donde se supone surgi6 el hombre moderno y
donde probablemente se dieron las primeras colonizaciones por H. pylori. A partir de
entonces, y con las migraciones desde Africa al resto del mundo hace alrededor de 58 000
afios, comenzaria la coexistencia y evolucion de ambas especies que se verian sometidas a
las presiones del medio y condiciones que las rodeaban (112) En el afio 2003 la revista
Science publica un estudio basado en resultados obtenidos mediante MLST (Multilocus
sequence typing) de 370 cepas procedentes de distintas partes del mundo, en el que los
autores son capaces de distinguir hasta 7 poblaciones distintas que concuerdan con estas

migraciones del ser humano desde el continente africano al resto del mundo (113).

En segundo lugar, diversos estudios confirman la incidencia de las patologias causadas por
H. pylori segun el area geografica estudiada. Por ejemplo, la incidencia del adenocarcinoma
gastrico es mucho mas elevada en Asia Oriental, Centro y Sudamérica que en otros lugares
del mundo (114). Estos datos, coinciden con el hecho de que también en estas areas la
presencia de determinados factores de virulencia como la isla de patogenicidad cagA es

mas prevalente (alrededor del 90% (57) frente al 40-60% de otras regiones (49).
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4.11. Prevalencia de H. pylori en el mundo.

América Latina alcanza una media del 60% en poblacién sintoméatica de infeccion por
H pylori, con variacién entre 30 y 90% (46).

Los factores de riesgo pueden variar no s6lo en paises sino entre poblaciones; el factor de
riesgo de vivir en estrato socioeconomico bajo, ha facilitado disefiar estudios
epidemioldgicos para determinar prevalencias y diferenciar el nivel de desarrollo de cada
pais o, de cada continente (46). Se estima una prevalencia en nifios en el contexto mundial
del 30 %, con cifras de seroconversion de 24 % entre los 3 y 5 afios, y del 45 % entre los
16 a 20 afios (10).

En menor escala influyen la edad, la etnia y el género. En Estados Unidos las diferencias
entre poblaciones son mayores. Se observa que en blancos la prevalencia de la infeccion es
< 10%, en caucasicos, africanos, indigenas autoctonos y latinos es del 50%, principalmente
en ancianos. En inmigrantes la prevalencia de la infeccion sobrepasa el 60 % (115).

Es evidente que entre mdultiples estudios de sero-prevalencia realizados en el mundo,
México reporta un incremento progresivo de la prevalencia de la infeccion, puesto que
parte en menores de un afio con 20%, cifra que asciende 5% progresivamente hasta los 10
afios, hasta alcanzar un 80% entre 18 a 20 afios (116). Otros estudios reportan cifras
controversiales sobre la prevalencia de H. pylori en infantes. Varia entre 8.9% a 72.8% en
paises desarrollados y en desarrollo respectivamente como lo registran Espafia y Austria
(15.8% y 28,3%) (117), en contraste con paises latinoamericanos como Meéxico, Brasil,
Ecuador, Cuba (47.6%, 48.8%, 63.3% 67.7%) (10), Colombia (36.7%), y en el Medio
Oriente Israel, Turquia e Irdn (49.7%, 57% y 82%). Estudios de prevalencia en
preadolescentes entre 11 y 14 afios, registran hasta un 40.6 %, en adolescentes entre 15 a 17
afios de 48.6 %, y en adultos jovenes del 59.8 % entre 18 a 24 afios. Otro estudio hecho en
infantes de Puebla, México, de diferentes estratos socioecondémicos, reporta prevalencia de
H. pylori de 24.46 %, 18.08% y 2.12% en los nifios de estrato bajos, medio y alto,
respectivamente. De alli se infiere que en la sero-prevalencia influye la edad y el estrato

socioeconémico (10).
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4.12. Prevalencia de la infeccion por H. pylori en Colombia.

Segun Bravo y cols, (9), la prevalencia de la infeccidn por H. pylori es muy alta en todo el
pais, sobre todo en ciudades como Pasto, Tuquerres, Tumaco, Bogota, Tunja y Manizales
(99.1% y 85.5%). En general es evidente que en los grupos con bajo nivel socioeconémico
y en los paises "en desarrollo” la prevalencia global aumenta hasta 80%. En el caso de
Colombia, existen reportes altos de seroprevalencia (96.3%), principalmente desde la
juventud (96%), en el grupo de 18-24 afios. La seroprevalencia es mayor a medida que se
aumenta de edad, lo que indica un alto indice y riesgo de adquirir la infeccion por H. pylori
durante la edad temprana en todas las regiones geograficas de Colombia, sin depender de la
variedad étnica, (118), aunque en ciertas poblaciones de un mismo pais existan variaciones
significativas, debidas a las diferencias étnicas y nivel socioeconémico, en especial durante
la infancia (46).

Es evidente que en zonas de alta mortalidad por Cancer gastrico, la seroconversion o
infeccién es méas temprana, lo que indica que en Colombia existe un gran riesgo ecolégico
para adquirir tempranamente la infeccion por H. pylori. En nuestro pais, en general en las
poblaciones montafiosas, las tasas de Cancer gastrico son altas, en contraste con la costa
pacifica y atlantica donde la prevalencia de esta neoplasia es muy baja; de manera similar
en el departamento de Narifio se documenta prevalencia de la infeccion por H. pylori hasta
del 90%, tanto en Tuquerres (con altitud >2800 mts s.n.m), como en Tumaco, localizado en
la costa pacifica. La incidencia de Cancer gastrico para poblaciones de las altitudes de
Narifio es de 150 por 100.000 habitantes en contraste con la incidencia de 2.6 por 100.000
para personas que viven en Cartagena (46). En un estudio de casos y controles en Narifio se
reporta un riesgo relativo de Cancer gastrico de 2.1 para sujetos que viven por encima de
los 2.000 m sobre el nivel del mar, comparado 0.47 para sujetos que viven entre 1000 y
2000 mts (9). identifican al departamento de Narifio como una de las regiones colombianas

con mayor prevalencia de Cancer gastrico, (46).
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4.13. Diversidad genética de H. pylori.

Una de las caracteristicas mas notables de H. pylori es su enorme diversidad genética. El
tamafo del genoma se encuentra en el rango de 1.5 a 1.8 Mb, para las diferentes cepas
descritas, su diversidad incluye variaciébn en la adicion de genes, orden génico
cromosomal, despliegue de repeticiones de ADN, variacion de secuencias (en promedio
6%) en genes conservados, genes de virulencia (cagA y vacA), homoplasias, genes de fase
variable y ADN mdvil. No obstante esta diversidad, se mantienen similitudes entre las
cepas basadas en los origenes de poblaciones humanas. H. pylori genera diversidad a través
de mutaciones puntuales; recombinacion intragenémica e intergendmica (119) fenémenos
que son mejorados por su estructura poblacional panmitica (120), la presencia de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrogeno (RNS) desde lesiones
inflamatorias inducidas por H. pylori; y seleccién de segundo orden, que involucra
variacion en genes mutadores. En todo esto se crea un sistema no lineal para

diversificacion (121).

El alto grado de diversidad que se observa en H. pylori lo facilita su competencia natural
para transformar ADN. En contraste con otras bacterias, la competencia natural en H. pylori
no es mediada por el pili tipo 1V o proteinas como pili tipo 1V, sino por el T4SS que es
codificado por el operén comB. Las proteinas ComB8, ComB9 y ComB10 corresponden a
las proteinas VirB8, VirB9 y VirB10 de Agrobacterium tumefaciens y constituyen los
componentes basicos de un T4SS. H. pylori por lo tanto, posee dos T4SS funcionalmente
independientes, uno para la secrecion proteica y traslocacion dentro de la célula del
hospedero que es codificado por el cag PAI, y uno para la captacion de ADN. Ademas, un
tercer grupo de genes para secrecion tipo 1V fue recientemente descubierto y parece estar
presente solo en un subconjunto de cepas. EIl significado funcional de este grupo se

desconoce (122).

La identificacion de plasmidos cripticos en aproximadamente la mitad de todas las cepas de

H. pylori ha dado lugar a la especulacién de que la transferencia conjugativa de nuevas
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secuencias portadas en plasmidos podria ser otro medio de transferencia genética horizontal
y, por lo tanto, de diversidad de cepas en H. pylori. En apoyo a estas hipétesis, se ha
observado que algunos de estos plasmidos contienen puntos calientes para la
recombinacion sitio-especifica, elementos codificados en zonas de plasticidad cromosomal
y pueden ser moviles. Esto indica que el intercambio de material genético entre estos
plasmidos y el cromosoma bacteriano puede ocurrir, y que estos plasmidos pueden ser
movilizados y dispersarse rapidamente en la poblacion. Asi, la diversidad genética, que
conduce a diversidad antigénica, puede ser una estrategia usada por H. pylori para evadir la
vigilancia inmune (122).

Por otra parte, el hecho de que los factores de virulencia en H. pylori estén ligados con
enfermedad implica que ellos son una caracteristica fija, pero este no es el caso. La
variacion en genotipos relevantes a través de la recombinacion intragenomica (por ejemplo,
numero de motivos EPIYA en la proteina CagA) probablemente refleja la seleccion local
por fenotipos particulares de H. pylori. Las cepas de H. pylori pueden también adaptarse (0
repararse) por recombinacion con otras cepas o con variantes clonales de la misma cepa.
Ejemplos de la presunta adaptacion incluyen cepas que intercambian alelos cagA o pérdida
completa o parcial del cag PAI durante la infeccion. La recombinacion intragendmica con
otras cepas puede afectar otros factores de interaccion con el hospedero, por ejemplo,
cambios en el genotipo y fenotipo de VacA. Una posibilidad es que multiples variantes
menores de una cepa pueden sobrevivir en el estomago de un individuo, cada una actua
como potencial reservorio de elementos genéticos para sus co-habitantes, con los clones
dominantes apropiados y seleccionados por presiones ambientales. Las implicaciones para

la patogenesis son inciertas pero significativas (15).

La creciente complejidad de la variacion de H. pylori ha sido expuesta por la publicacion de
secuencias genomicas completas de seis aislados a la fecha. Sin embargo, si las variaciones
de fase y polimorfismos similares son independientes, el nimero de variantes potenciales es
enorme, parecido a las poblaciones de “cuasiespecies” de virus ARN, tales como HIV y
HCV, dos organismos que persisten en sus hospederos. Como disminuyen los costos de

secuenciacion de los genomas, la secuenciacion paralela de aislados de diferentes partes del
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estbmago de un individuo podria mejorar el entendimiento de la diversidad funcional en
relacion con los fenotipos del hospedero; multiples cepas (competidoras) a menudo estan
presentes dentro de un hospedero pero cooperan a través de un qudérum sensing y
recombinacion, entre otras propiedades. Una aproximacion relacionada es el uso de
secuenciacion de alto rendimiento para comprender la abundancia y diversidad de otras
especies bacterianas (como también sus genes) en personas con y sin H. pylori en estados
saludables y especificos de enfermedad (15).

4.14. Marcadores genéticos para el estudio de la diversidad en H. pylori.

Los marcadores genéticos son variaciones en el genoma que se usan para entender eventos
genéticos. Para que un marcador sea util, la variacion genética debe ser polimorfica v,
existir dos 0 mas variaciones comunes en la poblacién objeto de estudio. Un marcador
genético puede ser un gen funcional, porque lo importante no es la funcién, sino las
variaciones en la estructura del ADN que se reflejan en diferencias funcionales entre los
alelos. Estos marcadores genéticos proporcionan informacion atil para estudios
epidemiologicos y para conocer la estructura genética de las poblaciones. Las técnicas mas
comunmente utilizadas para estudiar los marcadores genéticos son Electroforesis por
campos pulsados (PFGE), Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), Polimorfismo de los fragmentos de restriccion amplificados por PCR (AFLP-
PCR), Ribotipificacion y Amplificacion de ADN polimorfico (RAPD).

4.13.1. Electroforesis por campos pulsados (PFGE).

La electroforesis por campos pulsados es una técnica que permite la comparacion de largos
fragmentos de ADN gendmico después de la digestion con una enzima de restriccion.
Difiere de la electroforesis convencional en agarosa en que la orientacion del campo
eléctrico a lo largo del gel cambia peridédicamente en comparacion con la electroforesis

estandar, que es unidireccional constante y permite que los fragmentos de ADN de alto peso
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molecular se realineen en la nueva direccién del campo eléctrico. La variabilidad en el

campo eléctrico permite a la PFGE separar fragmentos muy largos (>600 kb) (123).

4.13.2. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Es una técnica en la que el ADN se corta en fragmentos, utiliza enzimas de restriccion que
reconocen una secuencia genética (en ocasiones flanquean la region polimoérfica) que
ocurre repetidamente, de tal forma que los organismos pueden ser diferenciados por el
analisis en los patrones derivados de la digestion enziméatica de su ADN (124). Si dos
microorganismos difieren en la distancia entre los sitios de restriccion de una enzima en
particular en su genoma, debido a una mutacién que genero o elimino un sitio de restriccion
enzimatica, la longitud de los fragmentos producidos sera diferente, lo que representa el
polimorfismo. Los fragmentos de ADN se separan de acuerdo con su tamafio por medio de
electroforesis en geles de agarosa. La similitud de los patrones generados puede usarse para

diferenciar una especie de otra e, incluso, entre cepas (124).

4.13.3. RFLP-Southern blot.

Cundo se determinan los patrones de migracion, los fragmentos se pasan mediante
transferencia por capilaridad (Southern blot) a una membrana de Nylon. Se utiliza una
sonda capaz de reconocer especificamente el polimorfismo en estudio, para visualizar las

secuencias complementarias a los fragmentos de ADN (124).

4.13.4. RFLP-PCR.

Es una técnica que detecta polimorfismos en el ADN en un locus particular. Después de
amplificar el locus de interés mediante PCR, los fragmentos generados se cortan con
enzimas de restriccién, los polimorfismos se detectan por diferencias en la longitud de los

fragmentos de restriccidn, que se separan mediante electroforesis en geles de agarosa (125).
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4.13.5. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion amplificados por
PCR (AFLP-PCR).

Esta técnica permite la identificacion a través de la amplificacion por PCR de los
polimorfismos de los fragmentos genémicos cortados con enzimas de restriccion. Se ha
utilizado para mapeo genético de plantas y animales, diagnostico médico, estudios
filogenéticos y tipificacion microbiana (126). Para el analisis del AFLP se requieren
pequefas cantidades de ADN gendmico purificado, que es digerido con dos enzimas de
restriccién, una con una frecuencia regular de corte (como EcoRIl) y una segunda con una
frecuencia alta de corte (como Msel o Taqgl). Se disefian desoxioligonucle6tidos
adaptadores complementarios, de tal manera que el sitio de restriccion inicial no se
restablezca después de la ligacion. De acuerdo con el tamafio del genoma, la restriccion-
ligacion produce miles de fragmentos adaptados. Las secuencias del extremo de cada
fragmento adaptado constan de una secuencia adaptador y la parte restante de la secuencia
de restriccion. Para obtener la amplificacion selectiva de este subconjunto de fragmentos,
estas secuencias finales sirven como moldes para el disefio de los desoxioligonucledtidos
especificos para los adaptadores, los cuales en el extremo 3° tienen de uno a tres
nucleotidos arbitrarios después del sitio de restriccion. Dicha extension de uno, dos o tres
nucleotidos arbitrarios reduce el nimero de fragmentos amplificados por un factor de 4, 16
y 64 respectivamente (127). Se observan de 40 a 200 bandas cuando se analiza en

electroforesis en geles de poliacrilamida.

4.13.6. Amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico (RAPD).

Son fragmentos de ADN amplificados por PCR con el uso de desoxioligonucleétidos
cortos, generalmente de 10 pb y disefiados con secuencias azarosas. Estos
desoxioligonucleotidos sirven como iniciadores sentido y anti-sentido que amplifican
fragmentos en 3 a 10 sitios gendmicos simultaneamente. Se usan bajas concentraciones de

ADN molde (5-50 ng por reaccion) y para el disefio de los desoxioligonucleétidos no se
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requiere conocer la secuencia del ADN. Los fragmentos amplificados (0.5-5 kb) son
separados por electroforesis en geles de agarosa y los polimorfismos son detectados como
la presencia o ausencia de bandas de determinado tamafio. Estos polimorfismos se deben a
la variacion en los sitios de alineamiento de los desoxioligonucledtidos (128). Los RAPD se
han utilizados con multiples propésitos, desde estudios individuales (ej. identidad genética)

hasta estudios en los que se involucran especies relacionadas.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar la colonizacion multiple de aislados de H. pylori en pacientes con gastritis cronica
provenientes de las poblaciones con contraste en el riesgo de desarrollar Cancer gastrico:
Tumaco-Narifio, bajo riesgo; Tuquerres-Narifio alto riesgo.

5.2. Objetivos especificos.

5.2.1. Objetivo especifico 1. Caracterizar la variabilidad genética en los aislados de H.
pylori segun los factores de virulencia cagA y vacA de las poblaciones: Tumaco-Narifio

(bajo riesgo); Tuquerres-Narifio (alto riesgo).

Hipotesis objetivo especifico 1. H. pylori es un factor de riesgo para el desarrollo de
Cancer gastrico, Por tal razon se espera encontrar diferencias entre la proporcion de los
factores de virulencia cagA y vacA en los aislados de H. pylori de los pacientes procedentes
de las poblaciones con contraste en el riesgo para desarrollar Cancer gastrico: Tumaco-

Narifio, bajo riesgo; Tuquerres-Narifio alto riesgo.

5.2.2. Objetivo especifico 2. Evaluar los patrones de variabilidad gendémica de los aislados
de H. pylori obtenidos dentro y entre las regiones gastricas (antro y cuerpo) evaluadas, en
pacientes procedentes de poblaciones con contraste en el riesgo para desarrollar Cancer

gastrico.

Hipotesis objetivo especifico 2. Si los pacientes de las poblaciones de estudio se
encuentran colonizados por multiples cepas de H. pylori se espera encontrar diferencias
significativas entre los patrones de variabilidad gendmica entre las regiones anatomicas

(antro y cuerpo), de cada uno de los pacientes del estudio.
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6. Variabilidad genética de los aislados de H. pylori segun los factores de virulencia
cagAy vacA.

La infeccion por cepas virulentas de H. pylori, es uno de los factores de riesgo mas
importante para el desarrollo de lesiones precursoras de CG y carcinoma gastrico, los
factores de virulencia de H. pylori (13), la presencia del gen cagA y del alelo s1/m1 del gen
vacA, se relacionan con procesos patolégicos graves como la UGlcera péptica y con alta
incidencia de CG (129).

Se observan marcadas diferencias en la virulencia de las cepas prevalentes en distintas
regiones del mundo (53) y se asocia su presencia con variabilidad en el riesgo de Cancer
gastrico. Este estudio tiene como objetivo caracterizar la variabilidad genética en los
aislados de H. pylori segun los factores de virulencia cagA y vacA de las poblaciones:
Tumaco-Narifio (bajo riesgo); Tuquerres-Narifio (alto riesgo).. El estudio incluyé ADN de
H. pylori obtenido a partir de aislados de biopsias de mucosa géstrica (antro curvatura
mayor y menor y cuerpo curvatura mayor), de 203 pacientes de Tumaco y 206 pacientes de
Taquerres con sintomas de dispepsia quienes se sometieron a una endoscopia digestiva
superior en el proyecto “Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de
aislados de Helicobacter pylori en pacientes con gastritis cronica”. Se encontrdé que la
frecuencia de genotipos virulentos fue significativamente mayor con p=0.001en asilados de
H. pylori de pacientes de Tumaco, que la frecuencia de éstos, en pacientes de Tuquerres. Y
que la colonizacion multiple esta asociada al lugar de procedencia siendo mayor en la

poblacion de alto riesgo (Tuqurres) p=0.027
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6.1. Materiales y métodos.

6.1.1. Descripcion general del estudio — objetivo 1.

Con ADN de aislados de H. pylori obtenidos a partir de biopsias de mucosa gastrica (antro
curvatura mayor y menor y cuerpo curvatura mayor), de 203 pacientes de Tumaco y 206
pacientes de Tuquerres que participaron en el proyecto “Susceptibilidad antimicrobial
segun factores de virulencia de aislados de Helicobacter pylori en pacientes con gastritis
cronica”, se evaluaron los factores de virulencia.

Los factores de virulencia se analizaron con la amplificacion de los genes cagA alelo cagA
positivo con los cebadores especificos (CagAF y CagAF), y vacA alelos (s1/s2, m1/m2),
con los cebadores especificos: VacA alelos s1/s2, (VAL1F y VALR), y VacA alelos m1/m2
(Hpmgf- Hpmgr). (Anexo 1).

Los aislados negativos para la amplificacion del gen cagA se confirmaron por un ensayo de
PCR empty-site con los cebadores ( ES-F (+) - ES-R (-)). (Anexo 1).

Los productos de la PCR de los cebadores especificos se visualizaron en geles de agarosa al
2%. De acuerdo con el perfil electroforético obtenido en las pruebas moleculares se
establecié la colonizacion multiple en la mucosa gastrica por H. pylori a través de la

variabilidad en los factores de virulencia (cagA y vaca).
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6.1.2. Criterio de seleccidn.

6.1.2.1. Criterio de inclusion.

Para realizar esta investigacion se incluyd ADN de aislados de H. pylori, obtenido a partir
de las biopsias de los sitios anatomicos (antro y cuerpo) de mucosa gastrica de pacientes
con gastritis crénica, hombres y mujeres adultos con sintomas de dispepsia residentes en
Taquerres y Tumaco (Narifio) participantes del proyecto "Susceptibilidad antimicrobial
segun factores de virulencia de aislados de H. pylori en pacientes con gastritis cronica",
con resultados positivos para:
1. Aislamiento positivo de H. pylori en las tres biopsias de los sitios anatomicos, (antro
y cuerpo).
2. Las pruebas bioguimicas de identificacion fenotipica de H. pylori (oxidasa,
catalasa, ureasa).
3. Laamplificacion del gen estructural ureA con los cebadores especie especificos
ANDU1 y ANDUZ2.
El proyecto macro y esta investigacion tienen el aval del Comité Institucional de Revision
de Etica Humana (CIREH) de la Universidad del Valle. (Anexo 2).

6.1.2.2. Criterio de exclusion.
No se incluyeron los pacientes con cultivo de mucosa géstrica negativo para H. pylori de

alguna de las tres biopsias, resultado negativo para las pruebas de identificacion fenotipica

y genotipica.

33



6.1.3. Histopatologia.

Las muestras de mucosa gastrica (antro y cuerpo) se transportaron en formol al 10% y
luego se procesaron con un protocolo estandar de deshidratacion con inclusion final en
parafina. Secciones histolégicas cortadas en micrétomo (Accu-Cut® SRM) de 6p, se
colorearon con hematoxilina-eosina (H & E), de acuerdo con el sistema de clasificacion de
Sydney (130). Cada uno de los fragmentos se evalu6 por separado. Las categorias fueron
gastritis no atrofica (GNA), gastritis atrofica multifocal sin metaplasia intestinal (GAM),
metaplasia intestinal (MI) y displasia. Para determinar la presencia de H. pylori se utilizé
la tincién de Giemsa modificada en busca de bacilos curvos y espirilados. Los casos con

diagnostico discordante fueron nuevamente revisados.

6.1.4. Procedimientos microbiologicos.

6.1.4.1. Aislamiento y cultivo de H. pylori a partir de biopsias de mucosa gastrica.

Se empelaron fragmentos de mucosa gastrica (dos de antro y uno de cuerpo) para el
aislamiento primario de H. pylori, y extraccion de ADN, los fragmentos de mucosa gastrica
fueron homogenizados en 200 pL de solucion salina estéril 0.89% con un homogenizador
(Kimble-Kontes, Vinelan, NJ, USA). El homogenizado se depositd en platos de agar
Columbia (Oxoid Ltd, Hampshire, England) con sangre desfibrinada de cordero al 7% mas
suplemento selectivo para Helicobacter pylori (Dent) con 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). Los platos de agar fueron incubados en
condiciones microaerofilicas (6% 02, 6% CO2, 88% N2, con el uso de CampyPak Plus

(BBL) a 37°C de 4 a 8 dias hasta observar pequefias colonias grises traslucidas.

34



6.1.4.2. Purificacion de los aislados de H. pylori.

Las colonias consistentes con H. pylori se transfirieron a una plato que contenia agar
columbia con sangre de cordero al 10%, sin suplemento Dent, para lograr cultivos axénicos
antes del proceso de identificacion molecular por PCR. Se incubé y se verifico el

crecimiento en condiciones iguales a las descritas anteriormente (131).

6.1.4.3. Identificacion de H. pylori.

En el ambito macroscépico se identificaron colonias pequefias, traslicidas, a manera de

gotas de rocio (131) y se hicieron pruebas de identificacion (Anexo 4).

6.1.4.3.1. Prueba de oxidasa.

Se extendio con asa de argolla un inoculo de H. pylori sobre una tira de oxidasa (Oxoid Ltd,
Hampshire, England). Se consider6 la prueba positiva cuando la tira se tornd de color
violeta que evidencié por formacion de un complejo purpura que indicé la oxidacion de

la N,N-Dimetil-p-fenilendiamina por parte de la citocromo oxidasa al cabo de 5 a 10 s.

6.1.4.3.2. Prueba de catalasa.

Se emulsionaron colonias del cultivo en un porta objetos con dos gotas de perdxido de
hidrégeno al 10% (Carlo Erba®). La presencia de burbujas indicé una reaccién positiva para

catalasa.

6.1.4.3.3. Prueba de deteccion de ureasa.

De un cultivo de H. pylori se tomé una colonia con asa de transferencia y se inoculé a un
tubo Nunc con 1 ml de solucién de urea (Promega®) al 10% con rojo de fenol (Carlo Erba
®), como indicador de pH. La prueba es positiva si hay un cambio de color amarillo a

fucsia y es negativa si el color no varia.

35



6.1.5. Métodos de biologia molecular.

6.1.5.1. Extraccion de ADN de aislados de H. pylori.

De un cultivo puro en plato petri se tom6 un inoculo con asa de argolla (Fisherbrand®), y
se re-suspendi6 en 1.0 ml de PBS 1X pH 7.2 (preparado de la siguiente manera: 8g de
NaCl, 0.2g de KCI, 1.44g de Na2HPO4, 0.24g de KH2PO4 en 800ml de agua MilliQ),
contenido en un ependorff (Kontes®) de 1.5 ml estéril. La suspension de bactérias se
centrifug6 a 13000 RPM x 2 minutos (Forma Scientific®) a temperatura ambiente. Después
de descartar el PBS sobrenadante, el botdn celular se re-suspendié en 300ul de buffer de
extraccion (Tabla 1). El botén celular se homogenizé v se llevé al bafio marfa a 56°C por
18 horas, con el fin de lisar las bacterias, posteriormente se inactivo la proteinasa K a 76°C
por 10 minutos y se agitd en vortex por 10 segundos, se adiciono NaCl a una concentracion
final de 5M para separar 10s residuos celulares y proteinas, después de homogenizar en
vortex por 15 segundos, y posterior centrifugacion a 13000 rpm por 5 min. El sobrenadante
fue transferido a otro tubo en el que se adicionaron 2 volumenes etanol absoluto a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 13000 RPM por 20 min a 4 °C. Después de descartar
el sobrenadante, se precipitd por adicion de 2 volimenes de etanol absoluto al 70% vy se
mezclo, por inversion, varias veces. Se centrifugé por 5 min a 13000 RPM vy se descarté el
sobrenadante. EI ADN colectado se seco por inversion del tubo a temperatura ambiente por
10 min. EI ADN precipitado se re-suspendié en 100 ul de buffer TE (Tris 10 mMol, EDTA
1 mMol) y se almacené a 4°C o a -20°C por largo tiempo. (132).

Tabla 1.Buffer de extraccion.

Reactivo (stock) Concentracion final \Volumen para una muestra
Tris-HCI 1M pH 8,0 10 mM pH 8,0 3 ul

EDTA0,5M 5mM 3ul

Agua bidestilada Hasta 10 ml 276 pl

SDS 10% 0,5 % 15 pl

ProteinasaK 10mg/ml 100 pg/ml 3ul

Total 300 pl
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6.1.5.2. Amplificacion del gen ureA.

La identificacion molecular de H. pylori se realiz6 mediante la amplificacion por PCR del
gen ureA. La reaccion se realizd en un termociclador (Swift MiniProTM, Esco), y se
adicionaron los siguientes reactivos a un tubo de 0.2 mL: 1X de buffer de PCR (Buffer
green 5X Promega®), 1 pM de MgCl, (Promega®), 0.25 mM de dNTPs
(desoxirribonucleosidos 5'-trifosfato — dATP, dCTP, dGTP y dTTP — Promega®), 50
pmol/pL de cada cebador (sentido 3'-AAGACATCACTATCAACG-5/ anti-sentido 5'-
CCCGCTCGCAATGTCTAA-3"), 0.5 unidades de GoTaq ADN polimerasa (Promega®); y
25 ng de ADN gendémico de H. pylori en un volumen final de 25 pL. La amplificacion se
realiz6 por una desnaturalizacion inicial a 95 °C/2 min, seguida de 35 ciclos [95 °C/1 min,
54°C/1 min y 72 °C/1 min] y una extension final a 72 °C/ 15 min. Los productos de
amplificacion fueron obtenidos por electroforesis de 80 voltios por 1h en una camara
horizontal (spectroline bio-0-vision®). Estos se visualizaron mediante fluorescencia en luz
U.V. (260/280 nm) en un transiluminador (spectroline bio-o-vision®) en geles de agarosa
(sigma®) al 2% tefiida con 1uL de bromuro de etidio (0.5ug/mL). Para determinar el
tamafo de los amplificados de los genes se empled un marcador de peso de 100pb
(Fermentas ®); el tamafio del amplicon correspondio a 106pb (fragmento esperado
mediante el analisis en silico y respecto a la distancia de migracion del marcador de pares

de bases).

6.1.5.3. Deteccion del islote de patogenicidad cag-PAIl por amplificacion del gen cagA.

La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl de una solucion compuesta por 50
pmol de cada cebador CagAF (+) 5°-TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG-3’ y
CagAF (-) 5-CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTCC-3’, 0.2 mM de cada dNTP
(Promega®), 2.5 mM de MgCl, y 0.5 U de Go Taq ADN polimerasa (Promega™). 1 pl de
ADN gendmico bacteriano se adicion6 a la mezcla de reaccion. La PCR se hizd en un
termociclador automatico (MJ Research PTC-100®) con las siguientes condiciones:

desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 52°C
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por 1 min y a 72°C por 1 min, seguido por una extensién final de 5 min a 72°C. La
visualizacion de una banda de 183 pb en el gel de agarosa al 2% fue el indicador de la
presencia del cag-PAIl. En cada experimento se incluyé un control negativo a la cepa de
referencia H. pylori Tx30a (ATCC 51932), un control positivo cepa H. pylori 700392
(ATCC 26695), junto con controles de inhibicion de cada muestra. Estos ultimos, utilizados

para descartar resultados falsos negativos.

6.1.5.3.1. Evaluacién de la ausencia del cag-PAI por PCR empty-site.

Los aislados negativos para la amplificacion del gen cagA se confirmaron por un ensayo de
PCR empty-site. La reaccion se hizo con adicion de los siguientes reactivos a un tubo de
0,2 ml: 0.5 U de Go Tag ADN polimerasa (Promega®); 5 ul de tampén de PCR 5X (10 mM
de Tris-HCI pH 8.0 y 50 mM de KCI- Promega®), 2.5 mM de MgCl, (Promega®), 0.2 mM
de dNTP (Promega®), 50 pmol de cada cebador ES-R(-) (5’- TCATGC GAG CGG CGA
TGT G- 3°); ES- F(+) (5° - AAG AGA GAG TGG TGC GAT -3°) y 5.7 ul de agua milliQ.
Al final de la mezcla se adiciond 1 ul de ADN de bacteriano y se totaliz6 un volumen final
de 25 ul. Las condiciones de amplificacion consistieron en desnaturalizacion inicial a 95°C
por dos minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por un minuto,
alineamiento a 60°C por un min y extension a 72°C por un minuto, seguida de una
extension final a 72°C por cinco minutos. EIl tamafio de los amplicones esperados es de
106 pb.

6.1.54. PCR para deteccion del gen vacA alelos m1y m2.

Se efectu6 una PCR para determinar genotipos correspondientes al gen vacA m (m1/m2), la
reaccion se realizd en un volumen final de 25 pl de una solucion compuesta por Buffer de
PCR (Tris 10 mM PH 9.0, Kcl 50 mM, Triton X100 0.1%), dNTPs 0.2 mM, 10 pico moles
de cada cebador HPMGF y HPMGR, MgClI2 1.5 mM, Taq polimerasa 1.5 unidades. La
PCR se elabor6 en un termociclador, con el siguiente programa: 9 minutos de pre

incubacién a 95°C, seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a 50°C, 45
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segundos a 72°C. Posteriormente, se realizd una extension final de 72°C por espacio de
cinco minutos. Finalmente, los productos de la amplificacion fueron visualizados por
electroforesis en agarosa al 2 %. Los tamafios de los amplicones de 401 pb y 476 pb para
vacA ml y vacA mz2, respectivamente (55).

6.1.5.5. PCR del gen vacA alelos s1 y s2.

Para determinar los genotipos correspondientes al gen vacS (s1/s2) se elabor6 una PCR que
se llevo a cabo en una mezcla de 25 pl que contenia Buffer de PCR (Tris 10 mM PH 9.0,
KCI 50 mM, Tritén X100 0.1%), dNTPs 0.2 mM, 10 pico moles de cada cebador VALFy
VALR, MgCl; 1.5 mM, Taq polimerasa 1.5 unidades. La PCR se hizo con las siguientes
condiciones: dos minutos de pre incubacién a 95°C, seguido por 40 ciclos de 1 minuto a
95°C, un minuto a 52°C, un minuto a 72°C. Posteriormente una extension final de 72°C
por espacio de cinco minutos. Finalmente, los productos de la amplificacion se visualizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Los tamafios de los amplicones de 176 pb y

203 pb para vacA sl y vacA s2, respectivamente (55).

6.1.6. Plan de analisis estadistico del objetivo especifico 1

Los aislados de H. pylori se clasificaron como virulentos cuando se detecto la amplificacion
del alelo cagA (+), y de baja virulencia si se detectaba la ausencia del alelo cag, por Empty

site cagA (-).

Para exminar la colonizacion multiple con respecto a la virulencia en los aislados de
H. pylori, los pacientes se subagruparon de acuerdo a las siguientes caracteriscas: sexo,
edad, tipo de gastritis y riesgo de cancer. Se realizo un analisis univariado y bivariado,
utilizando la prueba de ji-cuadrado. Se consideraron las diferencias entre las frecuencias
significativas cuando p<0,05. Posteriormente se evalud el riesgo de presentar colonizacion
multiple de acuerdo a las caracteriscas de la poblacion mediante Odds Ratio con un indice
de confianza del 95%. EIl analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SAS,

version 9.
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6.2. Resultados.

6.2.1. Descripcion de las poblaciones de estudio.

En el estudio “Susceptibilidad antimicrobial segun factores de virulencia de aislados de

Helicobacter pylori en pacientes con gastritis cronica”, se incluyeron 203 pacientes de la

poblacion de Tumaco, 180 (88.66%), tuvieron un diagnostico positivo para H. pylori por

histologia, 172(84.72%) se le logro aislar H. pylori, a 41(19.70%) se les pudo aislar H.

pylori de los tres sitios anatdmicos (antro- menor, antro — mayor y cuerpo- mayor) de

mucosa gastrica (Tabla 2). Participaron 206 pacientes de la poblacién de Tuquerres,

178(86.40%) positivos para H. pylori por pruebas histologicas, 165(80,09%) positivos para

aislamiento de H. pylori y 31(15.04%) con aislamiento positivo en los tres sitios

anatomicos de mucosa gastrica antro- menor, antro — mayor y cuerpo- mayor) (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de la poblacion de estudio

Aislamiento en las tres

Procedencia Histologia Aislamiento biopsias
n (%) n (%) n (%)
Tumaco
n= 203 180(88.7) 172(84.7) 41(20.2)
Taquerres
n=206 178(86.4) 165(80.1) 31(15.0)
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6.2.2. Caracteristicas socio demograficas de las poblaciones

De los 41 pacientes de Tumaco, de los evaluados 70,8% eran mujeres y el 29.2% fueron
hombres, con edades comprendidas entre 19 y 68 afios. Se encontré que 90.24% de los
pacientes tiene gastritis no atrofica y el 9.75% presento gastritis atrofica (Tablas 3). De los
31 pacientes de la poblacién de Tuquerres, 54,8% eran mujeres y 45.2% hombres, con
edades comprendidas entre 19 y 68 afios. El 93.5% tiene gastritis no atrofica y el 6.5%

gastritis atrofica. (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas socio demograficas de las poblaciones de Tumaco y Tuquerres.

Caracteristica Tumaco Tuquerres
n (41) % n (31) %

Sexo

Hombre 12 29.2 14 45.2

Mujer 29 708 17 54.8
Edad

o 17 415 1 35.4

36-47 10 24.4 13 42.0

48-68 14 34.1 7 226
Tipo de gastritis

No atrofica 37 90.24 29 93.5

Atrofica 4 9.75 2 6.5
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6.2.3. Caracterizacion molecular de H.pylori.

6.2.3.1. Deteccion de H. pylori por amplificacion por PCR del gen estructural ureA.

Se obtuvieron en total 216 aislados de H. pylori de 41 pacientes de Tumaco y 31 de
Taquerres. Las pruebas de identificacion bioquimicas fueron positivas para oxidasa,
catalasa y ureasa. Se realizd la amplificacion por PCR de un fragmento de 167 pb del gen

estructural ureA para corroborar su identificacion molecular (Figura 1).

sv30 sw37 swiBE swi9C svbdd svB4E CkR Cirl-Q atoc Pb

<— 3000h
<— 200pb

<— 100pb

167 pb N e — —— —— —

Figura 1. Electroforesis del producto de la amplificacion por PCR de un fragmento del gen
estrucutural ureA de H. pylori. Se observan bandas de 167pb, ctrl-R y ctrl-Q son controles
de amplificacién, el ATCC control positivo (ATCC 51932) y el pb marcador de 100 pb.

6.2.3.2. Deteccion del gen cagA.

En la poblacion de Tumaco se encontrd que la prevalencia del alelo de virulencia cagA (+)
(Figura 2) en los tres sitios anatdmicos antro-menor (85.37%), antro-mayor (97.56%) y
cuerpo-mayor (100%) fue significativamente mayor que el alelo cagA (-) (Figura 3) con
p= 0.002. (Tabla 4).

En la poblacién de Tuquerres la prevalencia del alelo de virulencia cagA (+) en los tres
sitios anatdmicos antro-menor (96.77%), antro-mayor (100%) y cuerpo-mayor (100%) fue

mayor que el alelo cagA (-) con p= 0.364. (Tabla 5).
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sv66 sv78 sv98 sv135 sv138 svISS svi76 sv180 sv198 51932 700932 ctr-R ctrl-Q Pb
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Figura 2. Electroforesis del gen cagA. Se observan bandas de 183 pb correspondientes a
los aislados de H. pylori cagA positivos. ATCC51932 control negativo y ATCC700932
control positivo, ctl-R, ctl-Q controles de amplificacion y pb el marcador de ADN de
100 pb.

5080 5085

<— 200pb
<— 100 pb

Figura 3. Electroforesis de la PCR del marcador cagA negativo (Empty site). Se observan
bandas de 106 pb correspondientes a los aislados cagA negativos. Los carriles ATCC5080
y ATCC5085 corresponden al control negativo y positivo respectivamente. Los carriles ctrl-
Ry ctrl-Q son controles de amplificacion y pb marcador de 100 pb.
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6.2.3.3. Identificacion del gen vacA.

En la poblacion de Tumaco la prevalencia del alelo m1 fue de mayor en los tres sitios
anatémicos antro-menor (73.17%), antro-mayor (78.05%) y cuerpo-mayor (70.73%), con
respecto al alelo m2; no se presentaron diferencias significativas p=0.36. (Tabla 4). El
alelo s1 se presenté con mayor prevalencia que el alelo s2 (Figura 5) en los tres sitios
anatémicos antro-menor (80.49%), antro-mayor (78.05%) y cuerpo-mayor (80.49%) con un
valor p=0.732. (Tabla 4).

En la poblacion de Tuquerres la prevalencia del alelo m1 fue de mayor en los tres sitios
anatémicos antro-menor (70.97%), antro-mayor (61.29%) y cuerpo-mayor (58.06%), con
respecto al alelo m2; no se obtuvieron diferencias significativas p=0.257. El alelo sl se
presentd con mayor prevalencia que el alelo s2 en los tres sitios anatomicos antro-menor
(74.19%), antro-mayor (80.65%) y cuerpo-mayor (64.52%) con un valor p=0.44. (Tabla 5).

Tabla 4. Prevalencia de alelos cagA y vacA de H. pylori Tumaco.

Alelos Antro menor Antro- mayor Cuerpo — mayor p
n (41) % ni4l) % n (41) %
cagA
cagA (+) 35 85.37 40 97.56 41 100 0.002
cagA (-) 6 14.63 0 0 0 0
vacA m
ml 30 73.17 32 78.05 29 70.73 0.36
m2 11 26.83 9 21.95 10 24.39
vacAs
sl 33 80.49 32 78.05 33 80.49 0.732
s2 8 19.51 8 19.51 8 19.51
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Tabla 5. Prevalencia de alelos cagA y vacA de H. pylori Tuquerres.

Alelos  Antro menor Antro- mayor Cuerpo — mayor p
n@Bl) % n@Bl) % n(31) %
cagA
cagA (+) 30 96.77 31 100 31 100 0.364
cagA (-) 0 0 0 0 0 0
vacAm
ml 22 70.97 19 61.29 18 58.06 0.257
m2 4 12.9 7 22.58 11 35.48
vacA s
sl 23 74.19 25 80.65 20 64.52 0.44
s2 6 19.35 6 19.35 8 25.81
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Figura 4. Electroforesis de productos de amplificacion por PCR de los alelos m1/m2 del
gen vacA. Se observa la presencia de bandas de 406 y 476 pb correspondientes a vacA
m1/m2. Los carriles ATCC corresponden a los controles positivos m2 (ATCC51932) y m1
(ATCC26695), respectivamente. Los carriles ctrl-Q y ctrl-R son controles de amplificacion
y el carril pb, marcador de peso molecular de 100 pb.

30-8 176-8 498 378 658 298 91-8 15568 18-8 135-8 5080 5085 ctrl-R ctrl-Q Pb

Figura 5. Electroforesis de productos de amplificacion por PCR de los alelos s1/s2 del
gen vacA. Se observa la presencia de bandas de 259 pb (alelo s1) y 286 pb (alelo s2). Los
carriles marcados con 5080 y 5085 corresponden a las ATCC controles positivos s2 y sl
respectivamente, y los carriles ctrl-R y ctrl-Q controles de amplificacion y el pb marcador
de peso molecular de 100 pb.
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6.2.3.4. Genotipos de virulencia de H. pylori en las poblaciones.

Se calificaron como virulentos a los aislados que presentaran en alelo cagA positivo y como
de baja virulencia aquellos aislados que no presentaran el cagA positivo, que en las pruebas
moleculares fueran cagA negativo. En la poblacién de Tumaco los genotipos virulentos
cagA+/ml/sl (70.7%), cagA+/m1/s2 (2.4%), cagA+/m2/sl (6.5%), cagA+/m2/s2 (12.2%),
se presentaron con mayor prevalencia, a diferencia de los genotipos de baja virulencia, al
igual que en la poblacion de Tuaquerres los genotipos virulentos cagA+/ml/sl (63.4%),
cagA+/m1/s2 (4.3%), cagA+/m2/sl (8.6%), cagA+/m2/s2 (19.4%), fueron mas prevalentes.
Se encontr6 que el porcentaje de genotipos virulentos para la poblacion de bajo riesgo
(Tumaco) fue (80.5%), con respecto a la poblacion de alto riesgo (Tuquerres) 65.0 %, con
un valor p=0.001. (Tabla 6).

Tabla 6. Genotipos de virulencia en las poblaciones de Tuquerres y Tumaco.

Genotipos Taquerres Tumaco P

n93) % n(123) %

cagA+/milsl 59 634 87 707 0.128

cagA+/m1s2 4 4.3 3 2.4 0.222

cagA+/m2sl 8 8.6 8 6.5 0.280

cagA+/m2s2 18 194 15 122 0.074

cagA-/mlsl 4 4.3 0 0 0.010

cagA-/m1s2 1 1.1 0 0 0.124

cagA-/m2sl 4 4,3 1 0.8 0.045

cagA-/m2s2 1 1.1 5 4.1 0.093

Genotipo

Virulento 61 65.6 99 805 0.001

Baja virulencia 18 194 21  17.1

No determinado 14  15.1 3 2.4
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6.2.3.5. Colonizacion de la mucosa gastrica por multiples aislados de H. pylori segun
genotipos de virulencia.

En total este estudio se realiz6 con ADN de aislado de H. pylori de 72 pacientes, 41 de
Tumaco y 31 de Tuquerres, entre los rangos de edades de 18 y 63 afios, con el analisis
bivariado se encontrd que la infeccién con multiple cepa no fue significativa con respecto a
la edad p = 0.063, siendo mayor entre los pacientes que estaban en los rangos de 18 a 35 y
36 a 47 (36.8%), también se observo que la infeccidn con cepas de multiple genotipo fue
mayor entre mujeres que en hombres (52.6 y 47.4%) sin ser esta diferencia estadisticamente
significativa p = 0.067, se observaron diferencias significativas con p= 0.027 entre la
colonizacion multiple entre las dos poblaciones, siendo mayor en la poblacion de Tuquerres
(55.3%) que en la de Tumaco (44.7%), y este estudio encontro que la de la infeccion con
multiple cepa no fue significativa p = 0.203 con respecto al tipo de lesidn géstrica.
(Tabla 7).

Con el analisis multivariado no se encontraron diferencias significativas entre los OR al
comparar el riesgo de presentar colonizacion con multiple cepa y las caracteristicas de la
poblacion, pero se observo que el riesgo es (2.477) mas en hombres que en mujeres, que el
riesgo de la colonizacién mdaltiple es (1.40) mayor en el intervalo de edad comprendido
entre 36 a 47 afos, que entre los otros dos intervalos. Dependiendo del lugar de
procedencia el riesgo de la colonizacion multiple también aumenta (2.721) siendo mayor en
la poblacion de Tuquerres (alto-riesgo) con p = 0,056, mientras que el riesgo de la multiple
colonizacion disminuye con respecto al tipo de gastritis, siendo menor el riesgo en la

gastritis atréfica. (Tabla 8).
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Tabla 7. Colonizacion de la mucosa por multiples aislados.

Tipo de colonizacion

Unica Mdltiple Total
Caracteristicas n=34 n=38 n=72 p
% % %
Edad (afos) 0.633
18-35 41.2 36.8 38.9
36-47 26.5 36.8 319
48-63 324 26.3 29.2
Sexo 0.067
Hombre 26.5 47.4 37.5
Mujer 73.5 52.6 62.5
Riesgo de Céancer 0.027
Bajo (Tumaco) 70.6 44.7 56.9
Alto(Taquerres) 29.4 55.3 43.1
Tipo de gastritis 0.203
No atrofica 79.4 89.5 84.7
Atrofica 20.6 7.9 13.9

Tabla 8. Descripcion del riesgo de presentar colonizacion multiple

Caracteristica Odds Ratio [95% Conf. Interval] P>z
Sexo

Mujer 1.000

Hombre 2.477 0.858 7.154 0.094
Edad (afios)

18-35 1.000

36-47 1.401 0.412 4.769 0.589

48-63 1.160 0.330 4.076 0.816
Riesgo de Cancer

Bajo (Tumaco) 1.000

Alto (Tuaquerres) 2.721 0.973 7.609 0.056
Tipo de gastritis

No atrofica 1.000

Atrofica 0.325 0.066 1.594 0.166
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3. Discusion.

la prevalencia de la infeccion es alta y similar en las dos poblaciones: 88,7% en Tumaco y
85,4% en Tuquerres (11).La colonizacion por H. pylori se produce en alrededor de un 50%
de la poblacion mundial, sin embargo, sélo un pequefio porcentaje de los individuos
colonizados desarrollard alteraciones que afecten significativamente su salud, estas
alteraciones pueden ir desde una gastritis cronica superficial, hasta un cancer de estbmago o
linfoma tipo MALT, pasando por las Ulceras gastricas y duodenales (133).

6.3.1. Prevalencia de los factores de virulencia en aislamientos de H. pylori.

6.3.2. Prevalencia del gen cagA.

En las poblaciones de Tumaco y Tuquerres se encontré la frecuencia del gen cagA 94% y
99% respectivamente, que concuerda con los hallazgos previos reportados en otros estudios
realizados en Europa, Centro y Sur América, y Asia del Este donde se reporto una alta
presencia del gen cag A (67% 0 mas).( 53)

Desde un punto de vista patologico, las cepas cagA positivas se relacionan, con el
desarrollo de una sintomatologia mas grave en forma de gastritis severa, atrofia de la
mucosa o alto riesgo de ulcera o Cancer gastrico (115). Se ha propuesto como hipotesis que
explica esto, que las cepas cagA positivo son mas sensibles a la acidez, de forma que para
librarse de ella deben colonizar la zona mas cercana al epitelio donde el pH es alrededor de
7, lo que aumenta de esta forma la interaccidn con las células del huésped y produce asi una

mayor respuesta inflamatoria (133).
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6.3.3. Prevalencia del gen vacA.

En la poblacién de Tumaco la presencia del alelo ml1 fue de 74% y en la poblacion de
Tuquerres fue de 68%, también se observd una alta presencia del alelo s1 en las dos
poblaciones 80% y 65%, respectivamente, todas las combinaciones entre ambas regiones
son posibles. Estos resultados estadn de acuerdo con otras investigaciones en las cuales se
encontrd una alta frecuencia de los alelos s1 y m1 en las poblaciones estudiadas. (134, 135,
136). Los alelos s1 y ml estan asociados a la produccion de la citotoxina y alta virulencia,
por tanto, es dificil evaluar la importancia relativa de cada marcador, debido a que sl es
predominante en paises con bajo riesgo de Cancer gastrico, no sorprende que también
predomine en la zona de bajo riesgo de este estudio. Algunas teorias sugieren que la region
m, es mas implicada en la interaccion con las celulas gastricas que con la accion toxica
(95), y que la region s sea mas frecuente en cepas que ademas poseen otros factores de
virulencia como la isla de patogenicidad PAI (137) otras hipdtesis sugieren que las cepas s
sean capaces de transcribir mayor cantidad de proteina y translocarla a través de la

membrana (138)

6.3.4. Prevalencia de genotipos virulentos en las poblaciones de estudio.

En este estudio, se encontré la prevalencia de cepas mas virulentas en la poblacion de
Tumaco 80.5% que en la poblacion de Tuquerres 65.6%, con un valor de p =0.001, y
también se encontrd que las cepas mas virulentas genotipo cagA positivo/vacA slml son
mas prevalentes en la poblacién de bajo riesgo, aun que no se presentaron diferencias
significativas (p=0,128). Resultados que difieren de otras investigaciones (11. 139) en las
cuales se reportd que la prevalencia de cepas virulentas de H. pylori fue significativamente
mayor en la poblacion de alto riego (Tuquerres), también, se debe tener en cuenta que las
diferencias en la incidencia de cancer gastrico, no son completamente explicadas por las
diferencias en la prevalencia de cepas virulentas, lo que indica que factores etioldgicos

como los polimorfismos humanos y la dieta también juegan un papel importante.
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6.3.5. Colonizacion de la mucosa géastrica por multiples cepas de H. pylori con
diferencias en sus genotipos de virulencia.

La infeccion mdltiple se encontr6 en el 52.8% de todos los casos analizados, y fue
significativamente mayor en la poblacién de Taquerres 55.3% que en la Tumaco 44.7%
(p=0.027), otros reportes de colonizacion con multiple cepas de H. pylori en el mismo
paciente en diferentes regiones geograficas incluyen: Corea (60%), México (65%), Chile
(32%), Portugal (30%) y Brasil (15%) (140, 141, 142, 143, 144).

En este estudio la colonizacion multiple fue independiente de la edad, sexo y el tipo de
gastritis lo que sugiere que los polimorfismos en el hospedero no estan asociados con la
duracion de la infeccién, sin embargo, la colonizacion no fue independiente de la region,
siendo mayor en la poblacion de alto riesgo, Tuquerres es una poblacion cerrada donde
predominan mestizos (mezcla de ancestros americanos nativos y esparfioles) y ha tenido
poco entrecruzamiento con otros grupos étnicos, lo que ha limitado la mezcla con otros
aislados de H. pylori externos a los que circulan dentro de la comunidad, disminuyendo la
capacidad de adquirir por transferencia horizontal genes de resistencia, pero la condicién
socioecondmica de los pobladores de esta region, les permite mayor uso de antibidticos, y
se cree que el efecto de la presion antibidtica induce en la mayoria de los casos a
rearreglos genéticos dentro de la region variable 3’ cagA de la bacteria fundadora que
produce una alteracion no direccionada (pérdida o ganancia) de motivos EPI'YA que puede
afectar el nivel de fosforilacion de la tirosina impactando en sus efectos celulares y llevar a
la divergencia de subclones de H. pylori cagA-positivo, lo cual en conjunto podria alterar el
proceso patogénico de H. pylori . Estos cambios genéticos hipotéticamente podrian ser
dirigidos por recombinacién homdloga intraespecifica permitiendo a la bacteria adaptarse

rapidamente a las condiciones cambiantes (145).
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7. Comparacion de los patrones de variabilidad gendmica de los aislados de H. pylori
entre y dentro de las regiones intragastricas (antro y cuerpo) evaluadas, en
pacientes de las poblaciones de Tumaco y Tuaquerres.

La diversidad genética entre las cepas de H. pylori es mas marcada que para otra especie
de bacterias (146), la principal razon es que la recombinacion entre cepas es el mas alto
que se ha descrito. A pesar de este nivel de recombinacion, las comparaciones entre las
cepas, basada en el analisis de secuencias, ha demostrado que la agrupacion no se destruye
por completo (146). Se ha planteado la hipotesis de que los grupos clonales estan asociados
con la severidad de la enfermedad. Esta diversidad genética permite una facil adaptacion en
nuevos hospederos y su persistencia en el contexto mundial. En este estudio realizo la
comparacion de los patrones de variabilidad gendmica de los aislados de H. pylori entre y
dentro de las regiones gastricas (antro y cuerpo) de los pacientes de las poblaciones de
Tumaco y Tuquerres, para ello se caracterizd el ADN extraido de aislados de H.pylori, de
41 pacientes de Tumaco y de 31 pacientes de Tuquerres que cumplieron con los criterios de
inclusion planteados para esta investigacion y que fueron tenidos en cuenta para el
desarrollo del primer objetivo especifico, con la técnica de PCR-RAPD, que ha demostrado
ser un método confiable para la discriminacién de caracteristicas genomicas bacterianas
individuales.

Los andlisis de RAPD mostraron una mayor similitud genética entre los aislados de H.
pylori de los pacientes de la poblacion de Tumaco (0.07) que entre los de Tuquerres (0.13),
y ademas, en la poblacion de Tuquerres se observa una mayor diversidad en el ACM por la
formacioén de un grupo menos homogeneo. La mayor diversidad entre los aislados de
Taquerres puede deberse a que el origen filogeografico de H. pylori que colonizan los
habitantes de la regién andina es Europeo con caracteristicas mas virulentas y que las
personas que viven en la costa del Pacifico Narifiense estan infectadas con cepas de origen
africano menos virulentas, que presumiblemente, adquirieron cuando sus ancestros las
trajeron al nuevo mundo durante el comercio de esclavos, es posible que las cepas de origen
europeo, por mecanismos no conocidos, incidieron en la desaparicion gradual de las cepas
nativas (11).
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7.1 Materiales y métodos.

7.1.1. Aislamiento y cultivo de H. pylori a partir de biopsias de mucosa géastrica.

Se utilizaron dos fragmentos de mucosa gastrica de antro y uno de cuerpo para el
aislamiento primario de H. pylori y extraccion de ADN, los fragmentos de mucosa géstrica
fueron homogenizados completamente en condiciones de esterilidad en 200 pL de solucion
salina estéril 0.89% con un homogenizador (Kimble-Kontes, Vinelan, NJ, USA). El
homogenizado fue puesto en platos de agar Columbia (Oxoid Ltd, Hampshire, England)
con sangre desfibrinada de cordero al 7% mas suplemento selectivo para Helicobacter
pylori (Dent) que contenia 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). Los
platos de agar fueron incubados en condiciones microaerofilicas (6% 02, 6% CO2, 88%
N2, con CampyPak Plus (BBL) a 37°C de 4 a 8 dias hasta observar pequefias colonias
grises traslicidas. Las colonias tipicas fueron cultivadas y posteriormente identificadas
como H. pylori por su morfologia, tincién de Gram y analisis bioquimico para la actividad

oxidasa, catalasa y ureasa.

7.1.2. Extraccion de ADN de aislados de H. pylori.
El ADN bacteriano fue extraido a partir de cultivos puros de H. pylori siguiendo el

protocolo de extraccion de ADN, previamente descrito para el objetivo especifico 1, en el

numeral 6.1.5.1 de este documento.

7.1.3. Amplificacion del gen estructural ureA de H. pylori.
La identificacién de H. pylori se complementé mediante la amplificacion por PCR del gen

constitutivo ureA, que se realizé en un volumen de 25pl de una solucion compuesta por 50
pmol de los cebadores ANDU-1 y ANDU-2, 0,2 mMol de cada dNTP; 1,5 mM de MgCl,,
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0,25 unidades de Taq ADN polimerasa (Promega®) y 1ul de ADN genémico de H. pylori,
La amplificacion se hizo en un termociclador automatico (MJ Research PTC-100®), con
las condiciones de amplificacion descritas anterior mente en materiales y métodos del

objetivo 1 en el numeral 6.1.5.2.

7.1.4. PCR - RAPD.

La amplificacion por PCR se realiz6 en reacciones separadas para los siguientes cebadores.
1281 (5"-AACGCGCAAC- 3") y 1254 (5"- CCGCAGCCAA- 3") (66), en las siguientes
condiciones de amplificacion: dos ciclos de: desnaturalizacion a 94°C, cinco min;
amplificacion a 36°C, 1.30 min y extension a 72°C, cinco min; 40 ciclos de:
desnaturalizacion a 94°C, un min, amplificacion a 36°C, durante 1.30 min, extension a
72°C, dos min; un ciclo final de: extension a 72°C, 10 min. (Nahar et al. 2008,). Se utilizo
buffer de PCR (Tris 10 mM PH 9.0, Kcl 50 mM, Triton X100 0.1%) 1X, 3 mM de MgClI2,
(Promega®), 0.2 mM de dNTP (desoxirribonucleosidos 5'-trifosfato — dATP, dCTP, dGTP y
dTTP — Promega®), 25 pmol del primer 1281, 25 pmol del primer 1254, 1ul de ADN
gendmico bacteriano, 0.2 unidades de enzima Go Tag ADN polimerasa (Promega®), agua
milliQ estéril para completar el volumen de 12.5 ml. Se emple6 como control negativo una
reaccion sin ADN, la amplificacion se realizd en un termociclador (Swift MiniProTM,
Esco). El tamafio de las bandas fue estimado con un marcador de ADN de 100 pb
(Fermentas International, Inc). Cada aislado fue probado con los cebadores descritos en
similares condiciones, al menos dos veces y solo las bandas evidentes y reproducibles

fueron valoradas.

7.1.5. Electroforesis de los amplificados.
Todos los amplificados obtenidos en las reacciones de PCR-RAPD, se corrieron en un gel

de agarosa (SeaKim®) al 2%, tefiida con bromuro de etidio (Invitrogen®) a 0.5 pug/mL, en

una camara de electroforesis (Fotodyne®) a un voltaje de 75V por 40 minutos que fue
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proporcionado por una fuente de poder y se visualizaron los amplificados con una lampara
UV (Spectroline Bio-O-Vision®) en un rango de 260/280 nm. El soporte fotogréafico se
realiz6 con una camara digital (Nikon Cool-Pix 990®) con filtro ultravioleta.

7.1.6. Plan de analisis estadistico del objetivo especifico 2.

Las imagenes de los amplificados obtenidos por PCR-RAPD, fueron analizadas mediante el
programa Gel-Pro Analizer 4.5 para Windows (Media Cibernetics, Inc.). Los pesos
moleculares de las bandas de patrén Unico fueron analizadas con este programa y se
construyd una matriz de datos binarios con base en la presencia (1) y ausencia (0) de las
bandas observadas entre los aislados.

Las relaciones entre los aislamientos fueron establecidas mediante un analisis de
conglomerados y un ACM “analisis de correspondencia multiple”, por medio del cual
evaluo las semejanzas entre los individuos en términos de sus perfiles moleculares cuyos
resultados se muestran en gréaficas tridimensionales, en las cuales, la distancia entre cada
par de individuos es proporcional a sus diferencias moleculares. Los dendogramas fueron
disefiados con el método de agrupamiento UPGMA vy la estimacion de las distancias entre
cada par o grupo de aislados de H. pylori fue calculada con la similaridad de Neid 1973. El
andlisis de los conglomerados fue evaluado con una prueba exacta de ji-cuadrado, con el

paquete estadistico SAS, version 9. La significancia estadistica fue aceptada con p <0.05.
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8. Resultados.

La amplificacion por PCR-RAPD dio como resultado de 2 a 10 bandas de ADN bien
definidas con cada uno de los cebadores, 1281, 1254, y los pesos en pb de estas bandas

variaron entre 100pb y 1000 pb (Figuras 6 y 7).

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

sv100-1 sv100-6 sv100-8 sv101-1 sv101-6 sv101-8 sv102-1 sv102-6 sv102-8 ctr-R  ctrl-Q

Figura 6. Perfiles representativos del ADN cromosoémico de Helicobacter pylori, aislado
de los pacientes de las poblaciones de estudio obtenido con RAPD-PCR con el primer
1254, los carriles Ctr-R y Ctr-Q son controles de amplificacion, y pb marcador de peso.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

sv22-1 sv22-6 sv22-8 sv23-1 sv23-6 sv23-8 svd2-1 svd2-6 svd2-8 cir-R ctr-Q

———

{ ved

Figura 7. Perfiles representativos del ADN cromosémico de H. pylori, con el uso de
RAPD-PCR con el primer 1281, ctrl-R y ctrl-Q controles de amplificacién y pb marcador
de pb.
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En los 123 aislados de Tumaco y 93 aislados de Tuquerres la RAPD -PCR, reflejo
divergencias en las caracteristicas del ADN bacteriano obtenido. Muchos aislados
presentaron variacion leve en los patrones de bandeo Ejemplo: bandas que se perdian o
bandas que parecian con diferente intensidad o con diferencia leve en los pesos.

El analisis del dendrograma realizado con el método de clasificacion UPGMA vy el
coeficiente de similitud de Neid, mostro que no existe una relacion entre los agrupamientos
formados y alguna de las caracteristicas de la poblacion como son sexo, edad y tipo de
gastritis aun nivel de similitud de 0.07, en la poblacion de Tumaco, el dendrograma se
conformo con 10 grupos. (Figura 8).

El grupo uno conformado por 35 aislamientos, de los cuales 33 fueron de pacientes con
gastritis crénica no atrofica y dos de pacientes con gastritis crénica atrofica, el grupo dos
estaba compuesto por 47 aislamientos entre los que estaban cuatro de pacientes con gastritis
cronica atrofica y 43 de pacientes con gastritis cronica no atrofica; el grupo tres
conformado por nueve aislamientos de pacientes con gastritis cronica no atrofica; el grupo
cuatro lo conformaban 16 aislamientos, entre los que uno era de un paciente con gastritis
cronica atrofica y los restantes fueron de pacientes con gastritis cronica no atréfica, el
grupo cinco se conformd por siete aislamientos de pacientes con gastritis no atrofica, el
grupo seis se conformd de tres aislamientos de pacientes con gastritis atrofica, el grupo
siete también se conformo por tres aislamientos de los que dos fueron de pacientes con
gastritis no atrofica y uno de paciente con gastritis atréfica, los grupos 8, 9, 10 se
conformaron por un aislamiento de un paciente con gastritis no atréfica.

Mediante el método multivariado “analisis de correspondencia multiple” ACM, que es una
representacion tridimensional de la agrupacion de los aislados de la poblacion de Tumaco
evaluados (Figura 9), se confirma que no existe relacion entre los agrupamientos y las
caracteristicas de la poblacion, pero se muestra una baja variacion entre los aislados de

Tumaco por la formacion de un grupo relativamente homogéneo.
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Figura 8. Dendograma generado en aislamientos de H. pylori obtenidos en la poblacion
de Tumaco. Se formaron 10 grupos con un coeficiente de similitud de 0.07. No existe
relacion en la segregacion de los aislados segln sitio anatomico, sexo, edad, tipo de
gastritis. EI dendogramas fue disefiado con el método de agrupamiento UPGMA vy la
estimacion de las distancias entre cada par o grupo de aislados de H. pylori fue calculada
con la similitud Neid. El andlisis de los conglomerados fue evaluado con una prueba exacta
de ji-cuadrado.

59



Dim3

5.09 1

2077

-0.9 1

-3.95 1
518

-1.76

2,04 1.04

Figura 9. Distribucién espacial de las bandas de ADN de los aislamientos de H. pylori
con base a un ACM (anélisis de correspondencia multiple). Se evalud las semejanzas entre
los individuos en términos de sus perfiles moleculares, los resultados muestran una baja
variacion entre los 10 grupos de aislamientos por la fomacion homogenea. En la poblacion
de Tumaco
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En la poblacion de Tuquerres el dendrograma se conformd por siete grupos, y no se
encontrd relacion entre la segregacion de los aislados en los grupos y alguna de las
caracteristicas de la poblacion a un nivel aproximado de similitud de 0.13 (Figura 10).

El grupo uno conformado por 30 aislamientos de los cuales 27 fueron de pacientes con
gastritis cronica no atréfica y tres de pacientes con gastritis cronica atréfica, el grupo dos se
conformd por 16 aislamientos entre los cuales se encontrd uno de un paciente con gastritis
cronica atréfica y 15 de pacientes con gastritis crénica no atréfica, el grupo tres
conformado por 13 aislamientos de pacientes con gastritis cronica no atrofica y 2 de
pacientes con gastritis crénica atrofica, el grupo cuatro conformado por tres aislamientos de
pacientes con gastritis cronica no atréfica, el grupo cinco se conformd por cinco
aislamientos, de los que uno era de un paciente con gastritis cronica atrdfica, los grupos
seis y siete se conformaron de tres y dos aislamientos de pacientes con gastritis crénica no
atrofica respectivamente. Mediante el ACM (Figura 9), se confirma que no existe relacion
entre los agrupamientos y las caracteristicas de la poblacion, pero se muestra una mayor
variacion entre los aislados de Tuquerres por la formacion de un grupo menos homogéneo.
(Figura 11).
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Figura 10. Dendograma del perfil de RAPDs generado en aislamientos de H. pylori
obtenidos en la poblacién de Taquerres. EIl dendrograma se conformo por siete grupos, con
un cociente de similitud de 0.13. No existe relacion en la segregacion de los aislados segun
sitio anatémico, sexo, edad, tipo de gastritis. El dendogramas fue disefiado con el método
de agrupamiento UPGMA vy la estimacién de las distancias entre cada par o grupo de
aislados de H. pylori fue calculada con la similitud Neid. El analisis de los conglomerados
fue evaluado con una prueba exacta de ji-cuadrado
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Figura 11. Distribucién espacial de las bandas de ADN de los aislamientos de H. pylori
con base a un ACM (analisis de correspondencia multiple)en la poblacion de Tuquerres. Se
evaluo las semejanzas entre los individuos en términos de sus perfiles moleculares. La
forma de la figura con menor homogenidad con respeto a la observada en la poblacion de
Tumaco, se debe a la mayor variacion entre los siete grupos de aislamientos en la
poblacion de Taquerres.
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9. Discusion.

Los resultados de esta investigacion mostraron una mayor similitud genética entre los
aislados de H. pylori de los pacientes de la poblacion de Tumaco (0.07) que entre los de
Taquerres (0.13), y ademas, en la poblacion de Taquerres se observa una mayor diversidad
en el ACM por la formacion de un grupo menos homogeneo. La mayor diversidad entre los
aislados de Tuquerres puede deberse a que el origen filogeografico de H. pylori que
colonizan los habitantes de la region andina es Europeo con caracteristicas mas virulentas
y que las personas que viven en la costa del Pacifico Narifiense estan infectadas con cepas
de origen africano menos virulentas, que presumiblemente, adquirieron cuando sus
ancestros las trajeron al nuevo mundo durante el comercio de esclavos, es posible que las
cepas de origen europeo, por mecanismos no conocidos, incidieron en la desaparicion
gradual de las cepas nativas (11).

Un estudio previo con esta técnica se ha encontrado que H. pylori es genéticamente
heterogenea, con variacion entre paciente y paciente (147). Esta diversidad gendémica la
puede reflejar un proceso de acumulacion persistente de mutaciones en las cepas como
resultado de mutaciones espontaneas o transferencia horizontal e incorporacion de ADN.
La acumulacion persistente de mutaciones, principalmente en los genes de los factores de
virulencia, provee de un conjunto de variantes a H. pylori que pueden seleccionarse para
una optima colonizacién de nichos gastricos particulares (13).

Se tienen dos opiniones opuestas a cerca de las caracteristicas genomicas de las cepas de H.
pylori que coloniza la mucosa gastrica. Un paciente puede ser colonizado con una sola cepa
0 con cepas genéticamente predominantes con un mismo ADN gendmico, o por diferentes
cepas que muestran una alta heterogeneidad gendmica debido a las secuencias de ADN
encontradas en distintos sitios anatomicos de pacientes (148).

Cuando todos los individuos en una poblacion microbiana son idénticos, el concepto
matematico de establecimiento en el hospedero es relativamente simple; sin embargo la
variacion microbiana y las diferencias entre regiones en la mucosa gastrica de un mismo
hospedero con lleva una relacién mas compleja.

Las respuestas del hospedero a estas sefiales pueden variar y crear defensas locales contra

los microorganismos. Estas variaciones en la respuesta local hacia los microorganismos
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representan una presion medioambiental para las cepas de H. Pylori, residente en la mucosa
géstrica. Dichas presiones selectivas afectaran las proporciones relativas de los individuos
en la poblacién o pueden implicar afecciones en alelos de genes importantes y causar el
desplazamiento del punto de equilibrio hacia nuevos puntos. La continua tasa de mutacién
asegura que se mantenga el equilibrio dindamico de dicha poblacién.

Una condicion mas compleja se presenta cuando dos o méas cepas de H. pylori colonizan
una misma mucosa gastrica, ya que se presenta un espacio para propiciar la recombinacion
genética que da origen a nuevos genotipos mas resistentes a las condiciones ambientales y
compiten con sus cepas precursoras. Cada célula bacteriana puede crear sefales
independientes en el hospedero y desencadenar respuestas puntuales; sin embargo, una
potente respuesta localizada del huésped podria afectar a todas las células bacterianas del
microambiente. Esta presion selectiva podria influenciar negativamente en el desarrollo de
la mayoria de las células bacterianas comunes pero las nuevas células bacterianas
recombinadas sobreviven porque son mas aptas para sobrevivir en ambientes hostiles,
pueden formar estructuras poblacionales mas organizadas y optimizar el uso de recursos del
hospedero.

Los resultados de la comparacion genotipica por RAPD-PCR entre aislados colectados de
diferentes pacientes y del mismo paciente en distintos sitios anatomicos, es un método
seguro para el estudio de la variabilidad de las caracteristicas gendémicas

En esta investigacion los grados de variabilidad de la diversidad del ADN gendmico entre
los aislados clinicos obtenidos con los cebadores 1281 y 1254, basados en una clara
distincion de los patrones con multiples diferencias en las bandas revelan que: cuatro de 41
pacientes albergan una unica cepa de H.pylori, mientras que 37 mostraron huellas
heterogéneas de ADN que indican infecciébn por multiples cepas en diferentes sitios
anatomicos en el mismo paciente en la poblacién de Tumaco. En la poblacion de Tuquerres

30 pacientes albergan cepas distintas en el mismo paciente.
Cellini et al. (146), reportaron resultados similares en una poblacion con diferentes cepas

de H. pylori que mostraron variacion genotipica, en el mismo paciente. La diversidad

genética de H. pylori puede deberse también a las multiples especies en todo el mundo. Un
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gran nimero de variantes coexisten o reportan transformacion natural y re arreglos
genéticos o alteraciones durante el proceso de adaptacion y colonizacion en el hospedero;
sin embargo, la evidencia de las mismas puede ser el resultado de la evolucion continua, la
cual ocurre cuando se infecta el estbmago de la persona, ya que pueden ocurrir mutaciones
de nucle6tidos, escisiones en la isla de patogenicidad cagA, transposicion e insercion de
elementos cag PAI, recombinacion con ADN de cepas aledafias que no estan involucradas
en la enfermedad y transmisién horizontal de genes nuevos (149). Aungue no se ha
estimado la tasa de mutacién de H. Pylori durante la colonizacion aguda o cronica, la gran
diversidad entre las especies sugiere que es grande el tamafio en la poblacion. Se propone
que esta diversidad también refleja una sorprendente falta de competencia directa entre la
mayoria de las cepas, aunque sean residentes en diferentes personas en la misma
comunidad. La diversidad se acentla por la gran separacion geografica de muchos pueblos
del mundo y por lo tanto una separacion de las cepas de H. pylori (150).

La divergencia entre las cepas de H. pylori se aumentaria ain mas, por las diferencias entre
las caracteristicas de las personas y los rasgos individuales de las cepas (151). Estos
rasgos podrian incluir los tipos de antigenos de Lewis para la adhesion de H. pylori, la
especificidad y la intensidad de la respuesta inmunoldgica inflamatoria, y la compleja

regulacion de la secrecion de acido gastrico.
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10. Conclusiones.

La prevalencia del marcador de virulencia cagA positivo de H. pylori fue alto en los
aislados de las poblaciones.
— Tumaco: 94%.

— Tuaquerres: 99%.

La prevalencia del genotipo cagA positivo/slml fue mayor en la poblacion de bajo riesgo
para el desarrollo de cancer gastrico (Tumaco).

— Tumaco : 80.5%.

— Tuquerres: 65 %.

En Tuquerres (mayor riesgo de cancer gastrico) hubo mayor probabilidad de presentar
colonizacion multiple.

— Tumaco: 44.7%.

— Tdaquerres: 55.3%.

Basados en los analisis de los resultados de la PCR — RAPD, se encontrd mayor similitud
genetica en los aislados de H. pylori, en la poblacion de bajo riesgo para el desarrollo de
cancer gastrico.

— Tumaco: 0.07.

— Tuquerres: 0.13.

67



11. Recomendaciones.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram-negativo, afecta a sujetos de cualquier edad. El
bacilo es capaz de inducir la transformacion de las células géastricas epiteliales, en un
proceso definido, hasta la generacién del Cancer gastrico. Actualmente, es necesario
efectuar varias pruebas de moleculares para establecer el genotipo de la cepa. Debido a
esto se recomienda el desarrollo de marcadores moleculares tipo SCAR Séquense
Caracterizad Amplified Regions (amplificacién de regiones de secuencia caracterizada ),
STS Sequence-Tagged Sites (secuencias indicadoras de un sitio especifico) y CAPS
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (secuencia amplificada y clivada polimdrfica)

que permitan mayor rendimiento operativo.
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13. Anexos.

13.1. Anexo 1. Cebadores y secuencias para genotipificacion de H. pylori.

Gen y region de

ADN Secuencia del cebador (5'— 3’) Nombre del Tama}no del
. cebador amplicon. pb
amplificada
cagh(r)  |TGACCAACAACCACAAACCGAAG CagAF (+) 153
g CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC CagAF (-)
cagA ()  AAGAGAGAGTGGTGCGAT ES-F (+) 106
Emptysitt  TCATGCGAGCGGCGATGTG ES-R (1)
ATGGAAATACAACAAACACAC VALF
VaCASISZ 1 CTTGAATGCGCCAAAC VAIR 259/286
vachsla  GTCAGCATCACACCGCAAC SS1-F 190
CTGCTTGAATGCGCCAAAC VAIL-R
vacpsty  AGCGCCATACCGCAAGAG SS3-F &7
CTGCTTGAATGCGCCAAAC VAIL-R
CACAGCCACTTTCAATAACGA HPMGF
VacA MUm2 r o A AAATAATTCCAAGGG HPMGR 401/476
Lron AAGACATCACTATCAACG ANDU-1 67
CCCGCTCGCAATGTCTAA ANDU-2

82



13.2. Anexo 2. Aval del comité de ética proyecto tesis de maestria

_Comité Institucional de Revision de Edlca Humana g, 4
Facultad de Salud
N
N ACTA DE APROBACION N° 04012
Provesto: COLONIZACION MULTIPLE DF HFELICOBACTER PYILORI FN
MUCOSA GASTRICA DE PACIENTES CON GASTRITIS CRONICA
PROCEDENTES DE DOS POBLACHINES COLOMBIANAS CON
CONITEKASTE EN EL RIESGO DIL_I)ESAKRULLAR CANCEK GASTRICO,
TUQUERRES ¥ TUMACO (NARINO).
Semetido por LUIS EDUARDO BRAVO/ANDREES J. MATTAVALVAKO PAZOS
MUJAVIER AL BUSTAMANTE R.
Codiva Intemo: | 022-002 | Fecha en aue for sometido 16 02 | | z0m2
- Comscive e 1o Faculuad de .‘;-lu..‘ Je b Univessidad Jel Valle, l-.n.vl.r:luan ol Comug I:%h;;:-u.-l I
v swon de Ltico Tlutienma tCHRET L of cusl s rogice por a0 dciolucion DUREZ0 dol 4 de ocluns s de
1993 del Minisgersa de Salud de Colombin por la ennd s euanhlecon Ine nomn: contficns wfemicss
afmini=iwivas para la investigacion en saluldl los principios J¢ o Asanbiea Medica Mundicl ¢xpucstos
con su Declarac on dz Helsinki de 1904, altina vevis:or 2n 20020 3 2 Codigo de Koaulacione: | ecerakes
vl 450 panse dn. parm o proreecion de sijacs bumnnes, 400 Separmamentn o0 Salud v Servacios
Humines de los Pistitutos MNacovakes de Salud de os Estados Unidos 2000,
Fare Comond eertifien que
Py Sus e bros ey saron ke sgarenies documentos deb presente proyeciy
S X Iestmen 321 Diovocto x Protocolo de vesiacion
- Furmoto de conseminm lenta informid. b 4 Instrumerio de revoleccion de dutirs
| oizto del mvestigador o1 aphea) x Cartas do Les rstilocioncs part:cicanies
Resulado: de evalaccion por crros comites ¢t aplican
2. Elgvesenmeproyeudy oy evaluado s aprobado por ol Conetg.
5. Scrun las catceoras de roseo establecidas o clartculo T de la Resolucdn N-OORIZ0 e 19093 de)
Mirdaer o de Salad ol presente saudio tene 10 signleri= Clasifiencitn de Riosgo:
.—\_1 SN b ﬁ B o Meanu T RIESGONMAYOR 19 AHRI
3. Oue as medidns que estin stendo tomudas pere prdeger ke supetos humano: son adeouadis,
3.0 La toma Ce obtens ¢l consentimicato inor rade de los participantes en ol satudso or adecuada,
& Lste provecto sora eovisado nucsmmente on la procima oo Wnion et rin o amité Aun smhony
Comirg pueede ser coneeedn 3 wolicing de aleun miembeo Jof Comiid o de las directivie
st v les pars wvesarn euelguin asunto rebsy ocada con b daerochios el beenestar de fos singetos
involucrados en csie estudic
7 Informars inmodiatamente o s directivas s oo onodes:
a Tolo deecaio de os invest codores o i olivitedes del Co
b, Cualguer suspension o gimmag on Jde L aocobacwn por parte del Comiid.
\vd 3 Informarh inmeciatamentc © las dircetivas mss it anples todm informmeion que racibe acenes de
A Lasiones a sujaos b anas
i T Colin 4R 36 00 eviificio Coranata TeléMan S1R6677 emall elcasalud@univale edu ca

83



Comité Institucional de Revision de Ctica Hlumana A
Faculrad de Salud

Prob emas sy stas e invaliueren §esSos parr 108 00103 O Uronas
b.  Cualquier cavh o e moditieacidnr a cae proyecto que bay. sido revisado y aprobade por ¢l
Cur i,
U, Ll axsente proves:o ha s do aprobade por e parade 42 1 ano a part rde da fechn 92 aaobocion
Los pravectos de dams Se reavar ooun ann fkerin ser someridos 1 evamecs2 con des Tos

|laados

doceramos pere nev sidn ac

10, Bl i estigador primcigeel deberi atocr i al Conite,

a L J'l]lll(‘f cambia que s propossa anle e ekl Caviel Ates eanbvos ne r:-r-lr'ln
NRE e 3in fa ey 5100y apeabacién cel Conite excepto cuando szan necesarios para eliminue
peligros ningiies pey va s sy,

b. Cualquier prob z v impresisto qus i-velicre vieseos panra los sujetos aatnis

¢ Coalquice cvento adversa serdn dearee ©oos primeras 24 Fors de ocureice. of seeezioud  al
pres dente CAneso 1),

Jo Caalguier Conodiv 10 nuevo respeate al esad oo que cueda alectir B fasy reseo saneliow
para los sujciss partcipantes.

¢ ennli)er 2aeks An ameea por erms epmire s de eiza

1 Ladenim racion premuu 3 suspensaon Jo o svactoen o beceon v alo
e Eloestigados principal deocrd presectar g1 aheme 2 final del ano deoaprobasiin o8
prnectns i ducseion mayar & un atao cehern cer somenida: nuevams T con das log
docume s paa revis anac i cidos
"/ g /ff/’" 7] 4/’
Firva & i M{?}'{Z@/ﬁ yflua: 16 3 2012
Sonikse: LAURNE. PIEP'RAHITA 5. v
Capac Sad repress Hahiva, FRUGICLNTA Pk lone: 31E5ETT

CERTIFICACION DE L4 FACULTAD DE SALUD DE LA UNIVERSICAD DEL VALLE

sor medio 4zl prezente, ceninicn que @ Facarad de Salud de a Uoversidad de Valke apracba ¢l

proyecto aribe wenviviaus vorespeta los pranespras, poliicas v provedmmentos deoa Dol gracion 2

Aels Nkl de la Asamblea Meédica Mundial, de Iz Rese neign 8430 de 1997 01 Mo de Salod v 4z

replanentacién vigenre or vestigezidn dela 1. 'Z»crxi&ytf."\”llc.

& /L=
\7’ /¢/.-~:Il;| 14 0 2

S b, HERN&N J. FIMIERTA J
Capaw Sad represenmar vas VICEDECARD DE LA FACULTAD PE SAaLup  lelelono:  S1855E0

Firne:

Calle 45 25 -00 edificia C==aratn Telnfaay 133677 ermail cliensalufd@univalle 210 o0

84



13.3. Anexo 3. Protocolo para la toma de biopsias por endoscopia del proyecto

“Susceptibilidad antimicrobial

segun factores

de virulencia de aislados de

Helicobacter pylori en pacientes con gastritis crénica”

Espécimen

Medio de recolecciéon

Procedimiento

Dos muestras de mucosa
gastrica antral, curvatura
menor y mayor.

Tioglicolato con glicerol

Aislamiento de H. pyloriy
PCR de marcadores de
virulencia

CIM

Cuatro muestras: dos de
antro y dos de cuerpo

Formol al 10%

Andlisis histopatoldgico

Dos muestras de mucosa
gastrica de cuerpo:
curvatura mayor y menor

Tioglicolato con glicerol

Aislamiento de H. pyloriy
PCR de marcadores de
virulencia

CIM

Una muestra de mucosa
gastrica de cuerpo pared
anterior media y otra de
antro curvatura menor.

Tioglicolato con glicerol

Preservacion a —70°C

8
7A
o

© Formol 10% Histologia
3. Incisura angularis
5. Antro, curvatura mayor a 3 cm del piloro
7. Cuerpo, curvatura mayor a 10 cm del
Cardias
9. Cuerpo, pared anterior, media

Congelar en tioglicolato. Cultivo H. pylori.
A 1. Antro, curvatura menor a 3 cm del piloro

4. Cuerpo curvatura menor a 4 cm de incisura

6. Antro, curvatura mayor a 3 cm del piloro

8. Cuerpo, curvatura mayor a 10 cm del

Cardias.

’ Congelar (preservar a -70):
2. Antro, curvatura menor a 3cm del piloro
10. Cuerpo, pared anterior, media
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13.4. Anexo 4 . Pruebas deidentificacion para H.pylori

Identificacion de Helicobacter pylori.

A nivel macroscopico se identificaron colonias pequefias traslucidas, no hemoliticas,
convexas a manera de gotas de rocio a las que se les realiz las siguientes pruebas de
identificacion:

Prueba de oxidasa:

Se extendi6 con un ansa (plastica) de argolla un inocul6 de aislado de H. pylori sobre una
tira de oxidasa (Oxoid®). Se observo la formacion de un complejo parpura, que indico
reaccion positiva(figural). Las bacterias que contienen esta enzima catalizan rapidamente
la oxidacion de la N- dimetil-p-fenilendiamina producto coloreado en presencia de oxigeno
(Dorado et al 2004)

Figura 1. Prueba de oxidasa positiva para aislados de H. pylori. Se observa la coloracion
violeta, resultado positivo para actividad oxidasa.

Prueba de catalasa:

Sé coloco un inoculd del aislado de H pylori en lamina porta-objeto estéril y se adicion6
dos gotas de peroxido de hidrogeno al 10% (Carlo Erba ®) .Se interpretd como positiva la
inmediata formacién de burbujas producida por la liberacion de oxigeno y produccion de
agua a partir de perdxido de hidrogeno, reaccion catalizada por la enzima catalasa de

H.pylori (figura 2).
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Figura 2. Prueba de Catalasa positiva para aislados de H. pylori. Se observa la formacion
de burbujas en presencia de peroxido de hidrogeno y cepas de H. pylori.

Prueba de deteccion de ureasa

Del cultivo de H. pylori se tomé un inoculo conun ansa de transferenciay se le adiciond a
un tubo Nunc con 1 mL de solucion de urea (Promega®) al 10% con rojo de fenol (Carlo
Erba ®) como indicador de pH. Interpretadas cada minuto durante los primeros cinco
minutos, y una lectura final a los 20 minutos. Los resultados fueron considerados como
positivos, cuando las muestras que se tornaron de color fucsia durante la prueba (figura 3).
La reaccidn sepresenta por la accion de la ureasa que hidrolizara la urea para convertirla en
amonio y en dioxido de carbono. Esta reaccion es alcalina, por lo tanto modificara el color
del indicador rojo de fenol afiadido, que cambiara de amarillo a fucsia, sefialando un
resultado positivo y negativo si permanece del mismo color. NH,-CO-NH, ureasa 2NH3 +

CO, Urea Amonio.

Figura 3. Prueba de ureasa positiva para aislados de H. pylori. Se observa el cambio de
coloracién de amarillo a fucsia del rojo fenol, generado por la alcalinizacion del medio
como resultado de la degradacion de la Urea por la enzima ureasa de H. pylori.
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