CARACTERIZACION FERRICA Y HEMOLEUCOCITARIA EN INDIVIDUOS CON TUBERCULOSIS
LATENTE Y COINFECCION POR HELICOBACTER PYLORI

Luz Angela Gonzilez Salazar
Universidad del Valle, Apartado Aereo 25360, Cali, Colombia.
correo electronico: luz.angela.gonzalez @ correounivalle.edu.co

Myriam Astudillo Hernandez
Universidad del Valle, Apartado Aereo 25360, Cali, Colombia.
correo electronico: myriam.astudillo @ correounivalle.edu.co

Javier Bustamante Rengifo
Universidad del Valle, Cali, Colombia.
correo electrénico: javierandres.bustamante @ gmail.com

RESUMEN

La tuberculosis continda siendo un problema importante de salud publica a nivel global. Actualmente, infecciones
causadas por diversos microorganismos se han asociado como un factor de riesgo en la progresiéon y control de la
tuberculosis, por lo que investigaciones orientadas a estudiar las coinfecciones asociadas a esta enfermedad son nece-
sarias. Este trabajo buscé caracterizar los pardmetros férricos y hemoleucocitarios en una poblacién con tuberculosis
latente y determinar si existe relacion entre estas variables con la infeccion y virulencia de H. pylori. La infeccién por
tuberculosis fue definida por la aplicacién del PPD (derivado proteico purificado) a 589 participantes. 149 resultaron
positivos a la prueba (induracién >10mm). A 93 se les realizé una esofagogastroduodenoscopia y toma de muestras para
hemograma y andlisis de ferritina, hierro sérico y transferrina. 84 tuvieron resultados completos de todos los parametros
evaluados y 71/84 (84,5 %) resultaron positivos a la infeccién por H. pylori. Segin lo anterior, los individuos fueron
clasificados en: LTBI (infeccién por tuberculosis latente)/H. pylori+ y LTBI/H. pylori-.Se compararon las variables
férricas y hemoleucocitarias entre los grupos con la prueba U de Mann-Whitney. Las mismas variables se compararon
con el grado de virulencia (alta, media-baja) del grupo LTBI/H. pylori+. Se encontraron diferencias significativas de
neutréfilos (p-valor=0,002) y monocitos (p-valor=0,017) entre los grupos LTBI/H. pylori+ y LTBI/H. pylori-. Los
valores bajos de neutréfilos de los individuos coinfectados respecto a los no coinfectados podrian estar relacionados con
la infeccién por H. pylori. No se encontraron diferencias significativas con relacién al grado de virulencia de H. pylori.
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ABSTRACT

Tuberculosis continues being a globally major public health problem. Currently, infections caused by different micro-
organisms have been associated as a risk factor for the progression and control of tuberculosis, so researches aimed
at studying coinfections associated with this disease are needed. The aim of this work was to characterize different
ferric and haematological parameters in a population with latent tuberculosis and relate them to H. pylori infection and
virulence. TB infection was defined by the PPD to 589 participants. 149 were positive for the test (induration >10mm).
An esophagogastroduodenoscopy was performed on 93 participants and blood samples were taken for blood analysis and
levels of ferritin, serum iron and transferrin. 84 participants had complete results of all parameters evaluated, and 71/84
(84, 5 %) were positive for H. pylori infection. According to the above, the individuals were classified into two groups:
LTBI/H. pylori+ and LTBI/H. pylori-. The haematological and ferric parameters between the groups were compared
using the Mann-Whitney U test. The same parameters were compared with the degree of virulence (High, medium-low)
of LTBI/H. pylori+ group. Significant differences were found in neutrophils (p-value = 0.002) and monocytes (p-value=
0.017) between the groups LTBI/H. pylori+ and LTBI/H. pylori-. The low neutrophil values in coinfected individuals
compared to non-coinfected individuals could be related to H. pylori infection. No significant differences were found
with the degree of virulence of H. pylori.
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INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos realizados en el control y erra-
dicacién de la tuberculosis (TB), esta enfermedad con-
tinda siendo un importante problema de salud publica
a nivel global (OMS 2017). Para el 2016, se presenta-
ron 1,3 millones de muertes y 10,4 millones de nuevos
infectados, y se considera que alrededor de un tercio de
la poblacién mundial se encuentra latentemente infec-
tada con tuberculosis (LTBI), de los cuales entre el 5 %
y 10 % desarrollaran la enfermedad dentro de los dos
a cinco aflos posteriores a la infeccién inicial, repre-
sentando un continuo reservorio para su propagacion
(Gideon & Flynn 2011).

En la actualidad, las infecciones por VIH, virus de
la influenza A y helmintos se han asociado como un
factor de riesgo en la progresion y control de la TB,
principalmente en paises en desarrollo (Armitage &
Moran 2016, Li & Zhou 2013, Redford et al. 2014),
por lo que investigaciones orientadas al estudio de las
coinfecciones asociadas a la TB son necesarias (Grif-
fiths er al. 2011). En este sentido, se ha empezado a
evaluar el vinculo epidemioldgico entre Mycobacte-
rium tuberculosis y Helicobacter pylori, dos bacterias
altamente prevalentes a nivel mundial, que coexisten a
lo largo de la vida del hospedero, y cuya adquisicién
es favorecida por factores de riesgo similares, como
el hacinamiento y deficiencia de higiene (Perry et al.
2013). Sin embargo, la mayoria de estudios en este
campo se han enfocado en buscar una asociacién con
la infeccién activa (Kanbay er al. 2007, Pawar et al.
2015, Wang et al. 2015), siendo muy poco lo que se
conoce de esta asociacion con la infeccion latente y
presentando ademads resultados discordantes (Perry et
al. 2010, Torres et al. 2003). En consecuencia, se re-
quiere mayor informacidn acerca del entrecruzamiento
de estas infecciones, con el fin de elucidar si realmente
la infeccidn causada por una de estas bacterias podria
afectar las manifestaciones clinicas de la otra.

H. pylori es un importante agente carcindégeno tipo I,
con una prevalencia que varia entre 30 % y 50 % pa-
ra paises desarrollados y entre el 80 % y 90 % para
paises en desarrollo (Campuzano 2014). Su infeccién
se ha asociado a condiciones patoldgicas como gastritis
crénica, ulcera péptica, linfoma MALT y adenocarcino-
ma géstrico (Amieva & Peek 2016, Atherton & Blaser
2009). Asi mismo, H. pylori se ha vinculado a diver-
sas patologias extragdstricas asociadas a enfermedades
coronarias, neurodegenerativas y hematolégicas (Noto
et al. 2013, Urrego et al. 2013).

Estudios epidemioldgicos realizados en diferentes po-
blaciones han evidenciado una posible relacién entre
la infeccién por H. pylori'y la presencia de anemia por
deficiencia de hierro (Burns et al. 2015, Franceschi et

al. 2015, Muhsen & Cohen 2008). Se ha descrito que
H. pylori puede causar anemia ferropénica en nifios
(Baggett 2006, Cardenas et al. 2011, Haghi et al. 2008),
mujeres embarazadas (Nashaat & Mansour 2014) y en
poblaciones con una susceptibilidad particular a lesio-
nes digestivas causadas por la infecciéon (Uchiyama
et al. 2004). No obstante, los mecanismos bioldgicos
de esta asociacién no estdn completamente entendidos
(Urrego et al. 2013). Se piensa que la reduccién de
acido ascorbico y de acidez a nivel gastrico debida a
cambios inflamatorios e histolégicos producidos por
H. pylori podrian llevar a una inadecuada absorcién
de hierro y en consecuencia a su deficiencia (Annibale
2003). La adquisicién directa de hierro por secuestro
de lactoferrina (Husson et al. 1993) o hemoglobina
del huésped (Gonzalez & Olivares 2009) asi como la
respuesta regulatoria asociada a la hormona hepcidina
durante la infeccidén (Azab & Esh 2013) podrian ser
otros mecanismos implicados en dicha asociacién. De
igual forma, se ha propuesto que los genes de virulen-
cia cagA y vacA podrian participar en la alteracién de
las reservas de hierro del hospedero, actuando en con-
junto durante el establecimiento de la infeccién crénica
para apropiarse del hierro del huésped y favorecer asi la
replicacién de H. pylori en la superficie celular (Noto
et al. 2013).

Teniendo en cuenta lo anterior, y que adicionalmente,
diversos estudios han evaluado pardmetros a nivel
hematolégico (Atomsa et al. 2014, Igbal et al. 2015,
Rohini et al. 2016) y férrico (Minchella et al. 2015a)
durante la infeccién tuberculosa activa, y se han con-
siderado marcadores valiosos en el diagnéstico de la
tuberculosis (Minchella et al. 2015b); este trabajo tuvo
como objetivo caracterizar los pardmetros férricos y
hemoleucocitarios en una poblacién con tuberculosis
latente, y determinar si existe relacion entre estas va-
riables con la infeccion y virulencia de H. pylori.

METODOS

1. Poblacion y disefio de estudio

Este trabajo de investigacién se desarroll6 dentro del
marco del estudio de corte transversal “Efecto de la
coinfeccién por Helicobacter pylori y/o helmintos so-
bre la respuesta inmune especifica a Mycobacterium
tuberculosis en individuos con infeccion tuberculosa la-
tente” realizado entre Agosto del 2016 y Diciembre del
2017 con 589 participantes pertenecientes al régimen
subsidiado (14- 70 afios), atendidos en los hospitales
Cafaveralejo, Joaquin Paz Borrero, San Juan de Dios
y Primitivo Iglesias de la ciudad de Santiago de Cali,
Colombia. De acuerdo a datos de Secretaria de Salud



del Valle (2016) la ciudad presenta una incidencia de
tuberculosis de 41 personas por cada 100.000 habitan-
tes y se estima que alrededor del 70 % de las personas
estan infectadas crénicamente por H. pylori (Bravo et
al. 2003).

Todos los participantes completaron una encuesta so-
ciodemogréfica junto con un cuestionario detallado
acerca de su estado de salud y habitos de vida. Se es-
tablecieron como criterios de inclusién presentar un
resultado positivo a la prueba cutidnea de PPD (indura-
cién >10mm) al igual que sintomas de dispepsia (dolor
o molestias en el abdomen superior, quemazon, pesa-
dez etc.). Individuos con presencia de cancer, diabetes,
enfermedades respiratorias, enfermedad avanzada del
higado y corazén, VIH+/SIDA, desordenes de coagula-
cidén sanguinea o bajo administracion de medicamentos
con anticoagulantes, uso de antibidticos e inhibidores
de bomba de protones y/o bismuto dentro de los tres
meses previos a la participacién en el estudio, historia
de tratamiento especifico contra tuberculosis o H. pylo-
ri actual o reciente (menor a tres meses), tratamiento
prescrito para alergias o parasitos intestinales, historia
de gastrectomia fueron excluidos del estudio. Igual-
mente, se excluyeron individuos con diagndstico de
anemia o positividad para el virus de hepatitis B o C,
y mujeres embarazadas o en periodo de lactancia. El
proyecto cont6 con el aval del Comité Institucional de

Revisién de Etica Humana (CIREH) de la Universidad
del Valle (No Aval: 116-016, 21 de Abril del 2016).

2. Evaluacion de las infecciones

Infeccion tuberculosa latente

La infeccion por TB fue definida a través de la in-
yeccion intradérmica de 0,1 mL de 5 T.U del derivado
proteico purificado de tuberculina PPD —S por personal
capacitado. La interpretacion de la prueba se realiz6
entre las 48h y 72h posteriores a la aplicaciéon. Una
induracién >10 mm se considerd positiva para la infec-
cién latente por M. tuberculosis. Mediante radiografia
de térax se descartd la infeccion activa.

Infeccion por H. pylori

A los individuos positivos para la prueba de PPD con
sintomas de dispepsia, se les realizé una endoscopia
de vias digestivas altas. Durante el procedimiento se
recolect6 un total de 10 biopsias: cuatro biopsias para
evaluacion histopatoldgica que fueron almacenadas en
formol al 10 %, tres biopsias para cultivo de H. pylori
que fueron almacenadas en tioglicolato con glicerol al
20 % a —70°C y tres biopsias adicionales se preserva-
ron para estudios posteriores (Fig. 1). El diagndstico
histopatoldgico para cada participante fue evaluado por
un profesional en dicha drea, empleando el sistema de
clasificacion de Sydney (Stolte & Meining 2001).

Biopsias para estudio histopatoligico

Incisura angularis.

6. Antro, curvatura mayor a 3emn del piloro.
8. Cuerpo, curvatura mayor a 10cm del cardias.
10. Cuerpo, pared anterior, media

Biopsias para cultive ¥ andlisis molecular

7

Antro, curvatura menor a 3cm del piloro.
. Antro, curvatura mayor a 3 em del piloro.

9, Cuerpo, curvatura mavor a 10 ¢m del cardias,

Biopsias adicionales para estudios posteriores
2y 3. Antro, curvatura menor a 3em del piloro.

5.

Cuerpo curvatura menor a 4em de incisura.

Figura 1. Diagrama de las regiones del estdmago donde se realizé la toma de biopsias gastricas.

3. Cultivo de H. pylori, extraccion de ADN y carac-
terizacion molecular

Para el cultivo se emplearon dos biopsias géstricas de
la region antral (curvatura mayor y menor) las cua-
les fueron homogenizadas en solucién salina estéril
0,89 % y posteriormente sembradas por estria en agar
Columbia con sangre desfibrinada de cordero al 10 %
maés suplemento selectivo para H. pylori e incubadas
bajo condiciones microaerofilicas (5 % O2, 10 % COa,
85 % Ny) a 37°C de 4 a 8 dias. Consecutivamente, las

colonias con morfologia sugestiva de H. pylori, fueron
subcultivadas por agotamiento en agar Columbia con
sangre desfibrinada de cordero al 10 % suplementada,
e incubadas bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. La identificacion de H. pylori se realizé
mediante tincién de Gram y andlisis bioquimicos para
la actividad oxidasa, catalasa y ureasa.

El ADN bacteriano se extrajo a partir de los cultivos,
empleando un protocolo de ruptura enzimética con pro-
teinas K y precipitacién del ADN con etanol como lo
describe Bustamante et al. (2013). Se realiz6 la carac-



terizacién molecular de los aislados bacterianos para
los genes vacA-s y vacA-m, cagA 'y cag Empty-site,
por PCR convencional. Las secuencias de los cebado-
res utilizados, el tamafio de los productos esperados y
las referencias para las condiciones de amplificacion
respectivas, se describen en la Tabla 1. Todos los am-

plificados obtenidos, se corrieron en geles de agarosa
al 2 %, empleando una camara de electroforesis a un
voltaje de 75V por 1h y se visualizaron en un transilu-
minador UV. El tamafio de las bandas de ADN fue
estimado empleando un marcador de peso de 100pb.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la caracterizacién molecular de H. pylori por PCR.

Gen Region S(e;,ufl;c,l)a Alrzg:)l)con Referencia
CagA CagAF TTGACCAACAACCACAAACCGAAG 183 Chattopadhyay
CagAR  CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC et al. (2004)
Cag-Emptysite ES-F AAGAGAGAGTGGTGCGAT 106 Rahman
ES-R TCATGCGAGCGGCGATGTG et al. (2003)
VacA HPMGF CACAGCCACTTTCAATAACGA 401/476
ml/m2 HPMGR CGTCAAAATAATTCCAAGGG Chattopadhyay
VacA VAIF ATGGAAATACAACAAACAC 250086 ¢ al. (2004)
s1/s2 VAIR CTGCTTGAATGCGCCAAAC

4. Evaluacién de parametros férricos y hemoleuco-
citarios

Adicionalmente, se tomaron muestras sanguineas de
los participantes, bajo condiciones de ayuno, previas a
la realizacién del procedimiento endoscépico, para lo
cual se empled un tubo con activador de coagulacion y
un tubo con anticoagulante EDTA a partir del método
de venopuncién usando sangre venosa. Las muestras
se transportaron refrigeradas a un laboratorio clinico
de referencia, donde se realiz6 un andlisis de hemogra-
ma automatizado tipo V mediante el analizador CELL
DYN RUBY y un andlisis de concentracion de ferri-

5. Analisis estadistico

Los individuos fueron clasificados en dos grupos:
individuos con infeccidn tuberculosa latente coinfec-
tados por H. pylori (LTBI/H. pylori+) e individuos
con infeccién tuberculosa latente sin infeccién por H.
pylori (LTBI/H. pylori-). Inicialmente, se implement6
la prueba de Shapiro-Wilks para probar normalidad en
las variables férricas y hemoleucocitarias tomadas en
cada uno de los grupos (LTBI/H. pylori+ y LTBI/ H.
pylori-). Debido a que no todas las variables cumplie-
ron con el supuesto de normalidad y que los grupos no
presentaron iguales tamafios de muestra, se recurrié a
una prueba no paramétrica. Para evaluar diferencias
entre cada una de las variables y la infeccién por H.
pylori, se empled la prueba U de Mann-Whitney. Para
evaluar la relacién entre la virulencia de H. pylori
y las variables férricas y hemolucocitarias, el grupo
LTBI/H. pylori+ se subdividi6 en: virulencia alta y vi-
rulencia media-baja los cuales también se compararon

tina sérica, hierro sérico y transferrina a través de las
técnicas quimioluminiscencia enzimética amplificada,
quimica seca y turbidimetria respectivamente. Los re-
sultados de los andlisis se ajustaron segtn la altitud
(1018msnm) y media poblacional para la ciudad de
Santiago de Cali. Los rangos utilizados para cada una
de las variables sanguineas y férricas se describen en
la Tabla 2. El porcentaje de saturacién de transferrina
fue calculado con la férmula: % Saturaciéon de transfe-
rrina (ST)= (Hierro sérico(ug/dL) x 100) / (Transfe-
rrina(mg/dL) % 1,4) (National Committee for Clinical
Laboratory Standards 1998).

con la prueba U de Mann-Whitney. Todos los andlisis
se realizaron utilizando el programa R version 3.3.3.
La significacion estadistica se aceptd con un p-valor
<0.05.

RESULTADOS

Frecuencia de H. pylori en sujetos con infeccion la-
tente por tuberculosis

De los 589 participantes, 149 (25,3 %) fueron clasifica-
dos como tuberculosos latentes (induracién >10mm)
confirmado por hallazgos radiolégicos normales y au-
sencia de sintomas respiratorios. De estos individuos,
93 (62,4 %) continuaron en el estudio y realizaron
tanto el procedimiento endoscépico como la toma de
muestras sanguineas (Fig. 2.)



Tabla 2. Valores de laboratorio usados como referencia para las variables hemoleucocitarias y férricas del estudio.

Parametros Intervalo Biolégico de Referencia Unidades

Hemoglobina Hombres >13 JdL
(Hb) Muijeres > 12 &
Hematocrito ~ Hombres > 36 %
(Hto) Mujeres > 39 ?
Volumen
corpuscular medio (VCM) 80-94 L
Hemoglobina
corpuscular media (HCM) 28-33 pg
Concentracion
de Hb corpuscular media (MCHC) 33-36 %
Recuento de leucocitos 4,3-10 10 "3x mm”™3
Neutréfilos 2,25-8,48 10 "3x mm"3

" 46-72 %

. . 0,9-4,52 10 "3x mm"™3
Linfocitos 20-47 %
Monocitos 0,2-0,7 10 "3x mm"3

0-11 %
Recuento 4,5-6 10°6 x mm"3
de eritrocitos
Plaquetas 150-450 10 "3x mm"3
Volumen
plaquetar medio (MPV) -1 fL
Amplitud
de distribucién eritrocitaria (RDW) 11,5-15 %
Transferrina 206-381 mg/dL
Saturacion transferrina (ST) <16 %
Hierro Hombres 49-181 ue/dL
Sérico Mujeres 37-170 &
Ferritina Hombres 28-365 ng/ml
Mujeres 5-148 &
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Figura 2. Esquema seleccion de la poblacion de estudio. 84 individuos completaron la fase de seleccién y tuvieron
resultados completos de todos los andlisis realizados. 35 de los participantes positivos a la infeccién por H. pylori se les

realizé cultivo y caracterizacién molecular.

Las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion
se muestran en la Tabla 3. De los 93 individuos, 6
(6,4 %) fueron excluidos por resultado endoscépico
y de laboratorio incompletos y 3 (3,4 %) debido a ni-

veles alterados en los pardmetros sanguineos. De los
84 individuos restantes, el 84,5 % (71/84) present6 un
resultado positivo por histologia a la infeccién por H.
pylori.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion con infeccién tuberculosa latente (LTBI) inicialmente incluida en el estudio.

Caracteristicas (::t;;)
Edad, media (S.D) 47,17 + 10,94
Sexo, n ( %)
Masculino 21 (22,6)
Femenino 72 (77,4)
Induracion, n ( %)
10-14 mm 48 (51,6)
> 15 mm 45 (49,4)
Fumadores, n ( %)
Mujeres 11 (11,8)
Hombres 2(2,2)
Sector donde habita (Comuna), n ( %)
Nor-occidente (1,2,3,9) 26 (28)
Nor-oriente (4,5,6,7,8) 55 (57)
Sur (18,19,20) 6 (6,5)
Distrito de Agua blanca (13,14,15,21) 6 (6,5)

Parametros férricos (ferritina, hierro sérico y
transferrina) y del hemoleucograma entre los indi-
viduos con tuberculosis latente coinfectados y no
coinfectados por H. pylori.

De acuerdo con los anélisis de los diferentes pardme-
tros férricos y hemoleucocitarios, se observé que en
el grupo de individuos con coinfeccién por H. pylori

En la tabla 5 se muestran los estadisticos descriptivos
para las variables férricas y hemoleucocitarias analiza-

Tanto el porcentaje como el nimero de neutréfilos (Fig.
3, p-valor=0,002 y p-valor=0,027 respectivamente),
presentaron valores significativamente mas bajos en
los individuos coinfectados por H. pylori en compara-

se presentd una mayor cantidad de valores por debajo
de los rangos establecidos en el estudio (Tabla 4). En
este sentido, Solo el 3,6 % (3/84) de los individuos
presentaron niveles bajos de hemoglobina al igual que
bajos niveles de ferritina y hierro sérico, quienes perte-
necieron al género femenino, con una edad media de
48+15 afios y de éstas, dos presentaron coinfeccion
por H. pylori.

das en este estudio, para los individuos con tuberculosis
latente coinfectados o y no coinfectados con H. pylori.

cién a los no coinfectados. El porcentaje de monocitos
mostrd valores significativamente mads altos en los in-
dividuos coinfectados con H. pylori en comparacion a
los no coinfectados (Fig. 3, p-valor=0,017).



Tabla 4. Individuos con valores bajo el rango establecido para cada uno de parametros férricos y hemoleucocitarios.

Caracteristicas Total (n= 84)

H. pylori H. pylori
positivos (n=71) negativos (n=13)
Edad, media (S.D)
Hombres 51,2449,26 45,54+0,70
Mujeres 45,31+1,58 51.454+9,34
Sexo masculino, n ( %)
Masculino 17 (23,9) 2(15,4)
Femenino 54 (76,1) 11(84,6)
Consumo de cigarrillo, n( %) 11 (13,1) 2(2,4)
Parametro Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Hemoglobina (Hb) 2 0 1 0
Volumen corpuscular medio (VCM) 0 0 2 0
Hematocrito (Hto) 2 0 1 0
Hemoglobina corpuscular media (HCM) 7 1 4 0
Conc. Hb corpuscular media (MCHC) 36 11 6 0
Recuento de leucocitos 1 0 0 0
Neutrofilos % 9 2 0 0
Neutrofilos # 1 2 0 0
Linfocitos % 1 0 0 0
Recuento de eritrocitos 7 0 1 0
Amplitud de distribucidn eritrocitaria (RDW) 3 1 0 1
Plaquetas 1 0 0 0
Volumen plaquetar medio (MPV) 14 6 2 0
Transferrina 13 3 2 1
Saturacion de transferrina (ST) 11 1 0 0
Hierro Sérico 1 0 0 0
Ferritina 1 0 0 0

25
.
M
704 |
204
& 60 Z 15
w —
O w)
g =
[T
[} (&)
5 °
> 504 & 104
z < .
5= I—I—| |
40+ I
04
Ncglull\::) P:):;lu-;:) NL'(_J::[IV:.} pUl;IU\"'J
Helicobacter pylori Helicobacter pylori

Figura 3. Diagrama de cajas que muestra la relacién entre el porcentaje de neutréfilos y monocitos entre individuos
coinfectados y no coinfectados por H. pylori



Tabla 5. Media, SD y Mediana de las variables férricas y hemoleucocitarias de acuerdo a la infeccién y virulencia de H.
pylori. Valores-p obtenidos segtin la prueba de comparacion utilizada.

H. pylori Virulencia
Positivo Negativo . .
(n=71) (n=13) U-Test Alta Media-baja U-Test
Variable! Media SD Mediana Media SD  Mediana Valor-p Media SD  Mediana Media SD Mediana Valor-p
Recuento de leucocitos 67 17 63 74 21 72 0366 62 10 6.1 61 L1 62 0,960
10 "3 x mm"3
Neutréfilos % 557 90 566 635 48 63,1 0,0022 534 99 53,5 536 86 557 0,921
Neutrofilos 38 14 36 48 17 47 007 34 10 3l 33 08 32 0895
10 "3 x mm"3
Linfocitos % 347 77 343 305 50 31,6 0064 383 87 35,1 362 54 362 0,754
Linfocitos 23 05 23 21 04 2,1 0460 23 06 23 2205 22 0,666
10 "3 x mm"3
Monocitos % 65 36 59 49 13 47 00172 6,1 1.9 57 76 62 56 0,869
Monocitos 04 03 04 03 01 03 0,168 03 0,1 03 04 04 03 0,960
10 "3 x mm"3
Recuento de eritrocitos 47 04 47 49 05 48 0547 46 03 45 49 05 49 0,063
1076 x mm™3
I;:ma‘ocm" (Hito) 433 44 431 431 53 426 0906 421 37 422 450 49 439 0072
;j;nL"gl"b‘“a (Hb) 140 13 13,9 14,1 1.9 13,6 0892 137 11 13,9 145 15 14,3 0,141
Volumen corpuscular
medio (VO 1L 924 50 930 889 7.8 90,0 0214 911 53 92,0 91,7 43 908 0,843
Hemoglobina
corpuscular media 295 18 297 287 25 29,7 0443 294 15 29,7 297 13 297 0,692
(HCM) pg
Concentracién de Hb
corpuscular media 320 15 317 24 14 32,7 0319 323 12 32,3 324 12 323 0,692
(MCHC) %
Amplitud de distribucién
eritrocitaria 130 1.7 12,6 133 15 13.1 0205 126 1.1 12,6 133 20 13,1 0,372
(RDW) %
Plaquetas
10 2634 541 2630 2876 465 3000 0,143 2520 458 2570 2520 526 2624 0,779
Volumen plaquetar medio
MPV) 74 12 7.1 74 07 76 0512 72 12 73 76 10 75 0,447
Hierro sérico ug/dL 1009 458 97,0 874 448 690 0203 907 429 860 1130 529 990 0,228
Transferrina mg/dL 2518 640 2460 2531 551 2640 0729 2476 558 2600 2518 488 2460 0961
Sq"c““rac“’“ dewansferrina )30 934 1060 1148 1281 728 0380 1497 1081 1150 1345 779 1225 0,974
Ferritina ng/ml 30 167 299 26,1 157 202 0226 269 136 255 22 115 312 0,195

TPara las variables representadas por valores en porcentaje se calcul6 el valor de la media geométrica.

2Diferencias significativas en las variables sefialadas.

Los parametros férricos y del hemoleucograma no
muestran diferencias acorde al grado de virulencia
de la infeccion por H. pylori.

Los resultados de la comparacién entre las variables
férricas y hemoleucocitarias respecto a los niveles de
virulencia alta y media-baja establecidos para H. pylori,
no mostraron diferencias significativas en los valores
de estos parametros (Tabla 5).

Frecuencia de los genes cagA y vacA en el grupo
de individuos con tuberculosis latente coinfectados
por H. pylori.

Solo en 35 (47,3 %) de los individuos, se logré el
aislamiento y caracterizacién molecular. El gen cagA

DISCUSION

En Colombia las investigaciones desarrolladas en TB
se han enfocado principalmente en poblaciones que
habitan lugares en condiciéon de hacinamiento como

se detectd en 94,3 % (33/35) de las biopsias cultivadas.
Los alelos s/ y s2, asi como los alelos mI y m2 se en-
contraron en la totalidad de las muestras. El alelo s/ se
encontrd en 57,1 % (20/35) de las muestras, mientras
que el alelo s2 en 34,3 % (12/35) de éstas. El alelo m1
se detect6 en 51,4 % (18/35) y el alelo m2 en 40 %
(14/35) de las muestras. En tres de los individuos se
observaron los alelos m/ y m2. El genotipo mas comtin
en todos los aislados clinicos fue cagA+/vacAsiml
con 48,6 % (17/35). La infeccion multiple se encontrd
en 68,6 % (24/35) de todos los casos analizados (Tabla
6).

los centros penitenciarios; evaludndose tanto la enfer-
medad activa (Alarcon et al. 2016, Gomez et al. 2015,
Rueda et al. 2013) como el estado latente (Rueda et
al. 2014). Otros estudios han comparado la inciden-
cia de la enfermedad entre centros penitenciarios y la



Tabla 6. Distribucién de los genotipos cagA y vacA (m y s) para los aislados obtenidos de los individuos LTBI/H. pylori+

Alelos Total de asilados (n=35)
CagA
CagA (+) 33
CagA (-) 25
VacA m
ml 18
m2 14
ml,m2 3
VacA s
s 20
s2 12
Genotipos Niumero de individuos
CagA+/mlsl 17
CagA+/mls2 3
CagA+/m2s2 10
CagA+/m2sl 3
CagA-/mlsl 11
CagA-/mls2 2
CagA-/m2sl 3
CagA-/m2s2 9
Virulencia Nimero de individuos
Alta 17/35
Media 16/35
Baja® 2/35

3A causa del bajo nimero de individuos con baja virulencia este grupo se incluy6 para los
analisis estadisticos en el grupo de virulencia media.

poblacién en general (Castafieda et al. 2013) o han
evaluado la infeccién latente en contactos familiares
de individuos con TB (Cobat et al. 2012, Del Corral et
al. 2009), trabajadores de la salud (Ochoa et al. 2017)
y la prevalencia de la infeccién en individuos con dia-
betes (Méndez et al. 2017). Este es el primer estudio
conocido realizado en la poblacién de Santiago de Cali,
Colombia, cuyo objetivo fue caracterizar los parame-
tros férricos y hemoleucocitarios de una poblacién con
tuberculosis latente.

De acuerdo a Houben & Dodd (2016) la prevalencia
de tuberculosis latente a nivel mundial para el 2014
fue estimada en 23 %. En comparacidn, este estudio
encontré que el 25,3 % de la poblacién muestreada
fue positiva a la prueba de PPD. Teniendo en cuenta
que, la poblacién de estudio fue seleccionada a partir
de criterios especificos, este nimero no representa la
prevalencia de la poblacién en general; Sin embargo da
un estimado acerca de la cantidad de individuos infec-
tados latentes que podrian encontrarse para la ciudad
de Cali y de los cuales no se tiene informacién.

En cuanto a la infeccidn por H. pylori, estudios previos
como la revision de informes histopatoldgicos realiza-
da por Bravo et al. (2003) y el estudio en pacientes
con gastritis crénica de Montafio (2006) para la ciudad
de Cali, encontraron prevalencias para la infeccion de
63,1 % y 68,9 % respectivamente. En contraste, este

estudio present6 una mayor frecuencia de la infeccién
por H. pylori (84,5 %) en la poblacién de individuos
latentes evaluada.

En cuanto a estudios asociados a andlisis de pardme-
tros sanguineos en poblaciones con LTBI, Takenami et
al. (2013) evaluo6 diferentes variables hemoleucocita-
rias en 88 contactos familiares de individuos con TB y
no observo diferencias significativas entre los valores
de hemoglobina, hematocrito, plaquetas, neutréfilos,
linfocitos y monocitos entre individuos LTBI y no LT-
BI. Este autor explica que aunque se han detectado
anomalias hematolégicas en individuos con TB pul-
monar y TB diseminada como: anemia (Atomsa et al.
2014), leucocitosis (Igbal et al. 2015) y trombocitosis
(Sei et al. 2006), el perfil sanguineo en el estado la-
tente puede no reflejar los cambios caracteristicos que
aparecen durante el progreso de la infeccién al estado
activo, pues al haber muy poca formacién de bacilos
y granulomas existe poca especificidad en las células
sanguineas circulantes (Smithburn et al. 1937). Este
estudio esta de acuerdo con esta observacion, teniendo
en cuenta que en el grupo de individuos LTBI no coin-
fectados por H. pylori fue menor la cantidad de valores
por debajo el rango estimado para cada una de las va-
riables analizadas en comparacién con los individuos
coinfectados.

En este sentido, aunque en los dltimos afios se ha gene-
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rado evidencia de la asociacién entre H. pylori y diver-
sas enfermedades hematoldgicas (Campuzano 2014,
Franceschi et al. 2015, Urrego Diaz et al. 2013), otros
estudios realizados con personas infectadas y no infec-
tadas por esta bacteria no han observado diferencias
ni cambios notables en las variables sanguineas, por
lo que dicha relacién sigue siendo discutida (L6pez
et al. 2006, Santos et al. 2009). A pesar de que en el
grupo de individuos latentes coinfectado por H. pylori
se pudieron observar una mayor cantidad de valores
por debajo del rango en algunas de las variables estu-
diadas, s6lo dos de tres individuos presentaron niveles
bajos de hemoglobina, hematocrito, hierro sérico y fe-
rritina. Pese a que se excluyeron del estudio individuos
con niveles alterados de hemoglobina asociados a otras
causas, no se puede asegurar a ciencia cierta que estos
individuos presenten anemia debida a la infeccién por
la bacteria. Por lo anterior, los resultados de este tra-
bajo concuerdan con el estudio de Santos et al. (2009)
donde se evaluaron adultos, nifios y adolescentes de
Argentina, Brasil, México, Bolivia, Cuba y Venezuela
respecto a variables férricas y del hemograma y no se
encontré evidencia que soportara la asociacion entre H.
pylori y anemia en estos paises.

Respecto a la comparacién de variables férricas y he-
moleucocitarias entre los individuos tuberculosos la-
tentes coinfectados y no coinfectados por H. pylori,
se encontraron diferencias significativas en los valo-
res de neutréfilos y monocitos de estos grupos. Segtin
Karttunen et al. (1996), H. pylori infecta cronicamen-
te el estdbmago e induce una marcada infiltracién de
leucocitos en la mucosa géstrica, afectando potencial-
mente la cantidad de leucocitos en sangre periférica.
Un experimento desarrollado por Kondo et al. (2004)
en individuos con H. pylori antes y después de la erra-
dicacién de la bacteria mostré una disminucién en los
niveles de leucocitos, neutréfilos y monocitos luego de
12 meses posteriores a la erradicacién, concluyendo
que la infeccién por H. pylori en la mucosa géstri-
ca podria aumentar los recuentos de glébulos blancos
periféricos como neutréfilos y monocitos. Para la po-
blacién latente evaluada en este estudio se observo lo
contrario a lo propuesto por este autor, puesto que se
encontraron niveles més bajos de neutrdfilos en los
individuos latentes coinfectados por H. pylori en com-
paracién a los no coinfectados. Considerando que, las
proporciones de los dos grupos comparados en este
estudio son similares en cuanto al género y no se ob-
tuvieron diferencias significativas por edad entre los
grupos, se podria pensar que H. pylori estaria asociada
con la disminucién de neutréfilos en los individuos
latentes coinfectados por esta bacteria. Sin embargo,
se requieren mds estudios en esta poblacién que confir-
men este hecho, donde se evaliie un ndimero de muestra
mayor, asi como los niveles de neutréfilos luego de la
erradicacion de H. pylori.

Referente a la diferencia de monocitos encontrada en-
tre individuos latentes coinfectados por H. pylori quie-
nes presentaron niveles mds altos de este pardmetro en
comparacion a los individuos latentes no coinfectados,
un estudio realizado por Schwartz & Weiss (1994) de-
mostré que el consumo de cigarrillo es una variable
que puede alterar los niveles de monocitos en sangre.
En este trabajo no fueron excluidos individuos con-
sumidores de cigarrillo, por lo que este factor pudo
alterar los resultados del porcentaje de monocitos en
este grupo de individuos.

Por otra parte, no se observo relacion entre los pardme-
tros férricos y hemoleucocitarios con el grado de viru-
lencia de H. pylori. Un estudio realizado por Jafarzadeh
et al. (2013) donde se relacioné el recuento hematico
completo asi como el recuento de neutréfilos con la
presencia del gen cagA tampoco encontrd diferencias
significativas en estas variables. Considerando que di-
cho gen es un importante indicador de patogenicidad
en H. pylori (Arévalo et al. 2009), uno de los factores
que podria explicar los resultados de este estudio, es el
hecho de que la mayoria de individuos cagA+, también
presentaron colonizacion de cepas cagA- (68,6 %). La
colonizacién multiple de los genes cagA y vacA ha
sido reportada en diversas regiones de Latinoamérica
como Venezuela (Ghose ef al. 2005), Brasil (Ashour et
al. 2002) y México (Morales et al. 1999), donde se ha
propuesto que en individuos con ésta caracteristica, las
cepas parecen estar realizando un intercambio genético
que posibilita la adaptacién especifica al huésped y la
evolucion de su genoma (Ghose et al. 2005). En con-
secuencia, es dificil establecer grados de virulencia en
este grupo de individuos y lograr observar diferencias
entre los diferentes pardmetros evaluados.

Adicionalmente, cabe mencionar que aunque la efec-
tividad del método de cultivo para H. pylori no fue la
esperada en comparacion a otros estudios donde este
método ha presentado una alta eficiencia (Moncayo
et al. 2006); la caracterizacién molecular realizada a
partir de cultivo encontré una alta frecuencia del gen
cagA (94,3 %) asi como de los alelos s/ (57,1 %) y mi
(51,4 %) del gen vacA para la poblacién de individuos
latentes coinfectada por H. pylori, las cuales fueron
similares a las reportadas en estudios que han evalua-
do estos genes entre regiones de alto y bajo riesgo de
cancer géstrico en Colombia (Sicinschi et al. 2008,
Trujillo et al. 2014).

En conclusiéon este trabajo logré evaluar diferentes
pardmetros férricos y hemoleucocitarios en una po-
blacién LTBI, donde se encontraron valores significa-
tivamente mas bajos de neutréfilos en los individuos
coinfectados por H. pylori en comparacién a los no
coinfectados, hecho que podria estar relacionado con la
infeccién por H. pylori. No se observaron diferencias
entre los grupos respecto al grado de virulencia de H.
pylori a nivel de las variables analizadas. Estudios que



incluyan un nimero mas grande de muestras y que
puedan evaluar estos parametros antes y después de la
erradicacion de H. pylori se requieren para determinar
cudl es el comportamiento de estas dos bacterias dentro
del hospedero y su asociacién con el mismo.
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