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RESUMEN

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa, microaerofilica que
coloniza el estémago de los humanos. Es el agente causal de la gastritis, Ulcera péptica
y cancer gastrico. La infeccién con H. pylori est4 extendida en todo el mundo y cerca de
la mitad de las personas la ha presentado en algin momento de su vida. El tratamiento
de H. pylori sigue siendo un reto para los médicos. Una de las fallas en el tratamiento
contra H. pylori es el incremento de la resistencia de la bacteria asociada a mutaciones
de manera intrinseca en genes. La eficacia en el esquema tradicional, que inicialmente
era del 90%, ha venido disminuyendo en muchas partes del mundo y llega en la
actualidad a cifras de 57-73% cuando la duracion es de siete dias y de 67-79% cuando
la duracion es de diez dias. Objetivo. Caracterizar los perfiles moleculares de los genes
de resistencia antimicrobiana rdxA y 23 RNAr y su relacién con genotipos de virulencia
en pacientes con dispepsia, infectados con H. pylori en una poblacion del Cauca. La
Metodologia a seguir, en resumen fue: 1. Una vez seleccionada la poblacion objeto de
estudio y previamente firmado el consentimiento informado se aplico el cuestionario para
la obtencion de informacion sociodemografica y estilos de vida; 2. Se obtuvo la muestra
de biopsia géstrica de 453 individuos con sintomas de dispepsia; 3. Se realizo la
extraccion del ADN de la bacteria y la amplificacion de los genes de virulencia cagA y
vacA por PCR multiplex, con el fin de determinar los genotipos de virulencia de las
cepas circulantes en la poblacién de estudio; 4. Los genes 23S rRNA y RdXxA se
amplificaron por PCR. Para el gen 23S rRNA el patron de mutaciones se identifico por
secuenciacion directa. Para el gen RdxA, las mutaciones en la nitroreductasa RdxA se
realizd6 por analisis de las secuencias traducidas a aminoacidos y se compard con la
cepa de referencia 26695. 5. Analisis estadistico: Los datos para cada variable se
ingresaron en una base de datos en SPSS version 19, para calcular las frecuencias y
estimar la relacion entre las variables de interés. Resultados: El genotipo de virulencia
mas frecuente fue cagA’/vacAslml (42,2 %). La frecuencia de mutaciones en la
nitroreductasa RdxA en la poblacion de estudio fue 78,2%, las mutaciones puntuales
mas frecuentes para este gen fue en las posiciones: D59N, (82,9%); R131K, (53,3%);
R90K, (53,1%); A118T, (18,5%), 1160F, (1,31%), HI7T, (9,9%) y en los codones de
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parada C159* (8,0%); 1160* (6,1%); Q50* (2,6%); E75* (1,4%), por otra parte la
frecuencia de resistencia para el gen 23 RNAr fue de (8,3%), siendo la mutacion
A2143G la de mayor frecuencia (66,7%). Conclusion: En este estudio no encontr6
asociacion entre la resistencia a claritromicina y metronidazol con los genotipos cagA y

vacA.

Palabras clave: H. pylori, resistencia, mutaciones, infeccién, genes, Metronidazol,

Claritromicina.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gram negativa, espiralada y microaerofilica
gue infecta alrededor del 50% de la poblacion mundial (Gonzélez Lépez & Rodriguez
Gonzalez, 2011). Presenta una baja frecuencia (20-40%) en paises desarrollados y es
alta (70-90%) en paises en vias de desarrollo (Espino, 2010). Estas diferencias se
relacionan con los niveles de saneamiento ambiental, hacinamiento y nivel
socioeconémico, que son los principales factores de riesgo para adquirir la infeccion
(Gonzélez & Jiménez, 2010). En Colombia, se ha reportado que cerca del 70% de los
adultos sometidos a estudios endoscopicos presentan la infeccion (Martinez, Henao, &
Granados, 2007). Debido a la relacion de causalidad entre la infeccion con H. pylori y el
desarrollo de tumores gastricos, en 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion
en Cancer (IARC) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocieron a H. pylori

como un carcinogénico categoria | en humanos (Anderson et al., 2008).

La colonizacion persistente del epitelio gastrico por este microorganismo en ciertos
pacientes resulta en el desarrollo de patologias gastroduodenales severas, que
progresan de gastritis cronica a Ulcera péptica, gastritis atréfica, linfoma del tejido
linfoide asociado a mucosa (linfoma MALT) y adenocarcinoma gastrico (Makola, Peura,
& Crowe, 2007). Actualmente, se presume que la infeccion se adquiere en la infancia y
si no se elimina con antimicrobianos, persiste durante la vida del individuo. El
mecanismo exacto de transmision de esta infeccion se desconoce, probablemente se
produzca a través de diferentes rutas, lo que permitiria al microorganismo una enorme

capacidad para diseminarse (Otero Regino, Trespalacios, & Otero, 2009).

La resistencia a los antimicrobianos es una de las principales causas de fracaso del
tratamiento para H. pylori y es en gran parte responsable de la disminucién de las tasas
de erradicacion (Coy et al., 2009).Segun diferentes guias de manejo de amplia difusion
a nivel mundial como lo es el Consenso de Maastricht IV, el tratamiento recomendado
para su erradicacion como esquema de primera linea es la terapia triple estandar
constituida por un inhibidor de la bomba de protones y dos antibiéticos, amoxicilina,

claritromicina o metronidazol, sin embargo, los datos mas recientes muestran que esta
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combinacion ha perdido su eficacia y, a menudo permite la curacion de tan so6lo un 70%
de los pacientes, que es inferior a la tasa del 80%, valor establecido y unanimemente
aceptado para el umbral de respuesta a la terapia de erradicacién (Malfertheiner et al.,
2012). Esto causa preocupacion medica ya que después de casi 30 afios de su
descripcion los investigadores no han definido el protocolo ideal de tratamiento (Llano et
al., 2012).

Las consecuencias finales de la infecciébn por H. pylori dependen de los factores
genéticos del huésped, factores medioambientales externos y la infeccién por genotipos
mas virulentos de H. pylori como cagA® y vacA siml, los cuales han mostrado una
fuerte asociacion con la resistencia antimicrobiana a H. pylori (Agudo, Pérez-Pérez,
Alarcon, & Lépez-Brea, 2010). El potencial bioldgico que presentan los genes cagA® y
vacA slml son sus productos, ya que estan asociados con diversas patologias
gastricas, lo cual constituye un aspecto de gran interés dentro de la etiologia del cancer

gastrico (Galvis, Trespalacios-Rangel, Otero, Mercado-Reyes, & Poutou-Pifiales, 2012).

Acorde con la revision de la literatura, no se reportan estudios sobre la resistencia a
amoxicilina claritromicina y metronidazol en el departamento del Cauca. Asi, la
investigacion sobre la resistencia al tratamiento utilizado en la infeccion por H. pylori se
hace necesaria y dado que hay variaciones importantes entre paises e incluso dentro de
una misma region, se debe disponer de resultados a nivel regional. La alta incidencia de
lesiones preneoplasicas gastricas en la poblacion mundial y en el territorio nacional,
sefialan el cancer gastrico (CG) como un grave problema de salud publica; siendo la
primera causa de muerte por cancer y la cuarta causa de mortalidad en general para el
departamento del Cauca; actualmente se utiliza como estrategia de prevencion para
evitar el desarrollo de lesiones preneoplasicas administrar tratamiento de erradicacion
de H. pylori, con el fin de modificar el curso natural de la enfermedad, sin embargo los

tratamientos que recomiendan las guias de manejo a nivel mundial no son efectivos.

En este sentido, la presente investigacion tiene como propdésito analizar ¢cudl es la

relacion que existe entre las cepas de alta virulencia y las mutaciones en genes
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resistencia de Helicobacter pylori a los antibioticos amoxicilina y metronidazol en

pacientes dispépticos de una poblacion del Cauca?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar los perfiles moleculares de los genes de resistencia antimicrobiana
rdxA y 23 RNAr y su relacion con genotipos de virulencia en pacientes con

dispepsia, infectados con Helicobacter pylori en una poblacién del Cauca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de la poblacion a
estudio.

e Identificar las cepas de Helicobacter pylori y su distribucién mediante la
caracterizacion de los genes cagA y vacA.

e Determinar la frecuencia de las mutaciones de resistencia rdxA y 23 RNAr en
pacientes infectados.

e Establecer posibles relaciones entre la virulencia bacteriana con las mutaciones

de resistencia antimicrobiana.
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CAPITULO I. LA MICROBIOLOGIA DE Helicobacter pylori
1.1lIntroduccion

Helicobacter pylori llamé la atencién en el mundo cientifico en 1983 cuando dos
investigadores Australianos, B.J. Marshall y J.R Warren, reportaron la presencia de
organismos espirales en cultivos de biopsias de la mucosa géstrica de pacientes con
gastritis cronica activa; en ese entonces fue conocido como originalmente como "GCLO"
(gastric Campylobacter like organism). Posteriormente recibi6 los nombres de
Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus y Campylobacter pgyouylori
(Fernandez, 2012). En 1989 cuando se caracteriz6 la bioquimica y la genética del
organismo recibe el nombre definitivo de H. pylori, donde ademas de H. pylori se puede
encontrar en los humanos y otros mamiferos de diferentes especies de este género,
esto permiti6 confirmar las observaciones y descripciones de bacterias
morfologicamente semejantes, localizadas en el epitelio gastrico de animales a finales

del siglo pasado (Fernandez, 2012).

El descubrimiento de este microorganismo revolucioné la gastroenterologia y obligé a
replantear muchos conceptos, no solo de la patologia gastroduodenal, sino también de
la fisiologia gastrica. Los primeros trabajos, resultaron auténticos esfuerzos por parte de
los microbi6logos en su intento de convencer a los clinicos, un tanto escépticos, del
protagonismo de H. pylori en la patologia de la gastritis y la Ulcera péptica. Fue hasta
1992, con la evidencia de que la triple terapia antibiética curaba la Ulcera péptica, que se
aceptd el caracter infeccioso de ésta bacteria (Trapero-Marugan, Gisbert, & Pajares,
2006).

1.2Genomay diversidad génica

Debido a la importancia de H. pylori como patégeno humano, nacio el interés de estudiar
su biologia, evolucion y el valor de la informacion de la secuencia del genoma completo
con el fin de investigar nuevos farmacos y desarrollo de vacunas. Tomb, et al., 1997,
describieron las secuencia completa del genoma de la cepa 26665 del H. pylori, la

secuencia se obtuvo por métodos de secuenciacion randomizada, técnica previamente
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utilizadas en los estudio gendmico que permitieron conocer el genoma de H. influenzae,

Mycoplasma genitalium y methanococcus jannaschii (Tomb et al., 1997).
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Figura 1. Representacién circular del cromosoma de H. pylori 26695

Fuente: Tomb, et al, 1997 (Tomb et al., 1997)

El analisis del genoma de la cepa 26695 consta de un cromosoma circular con un
tamano de 1.667.867 pares de bases (pb) y 1590 genes, cada uno con un promedio de
945 pb; 1091 de los cuales tiene asignado un papel biolégico. EI genoma del H. pylori,
presenta un contenido de G+C del 39%. Los aminoécidos bésicos: arginina vy lisina,
estan presentes con una frecuencia doble en H. pylori respecto Haemophilus influenzae
y Escherichia coli, lo que quizas refleja su adaptacion al medio gastrico acido. De
acuerdo con un nicho ecoldégico tan restrictivo, H. pylori presenta una gran capacidad de
biosintesis y reparacion, en un intento por adaptarse al medio. La supervivencia en
condiciones tan 4cidas depende, en parte, de su habilidad para generar un potencial

positivo intracitoplasmatico en condiciones de bajo pH.

Tomb, et al., Identificé 1,590 marcos de lectura abierta (ORFs), qué representa 91% del
cromosoma de H. pylori de la cepa 26695, y Alm, et al., Identific6 1,495 ORFs que
representan 90.8% del cromosoma de la cepa J99. Ningin genoma de cadena larga
muestra el prejuicio. Las regiones no codificantes de la cepa 26695 (9%) son divididos

en tres clases. Las secuencias intergénicas que representan 6% de las regiones no
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codificantes, mientras los no codificantes se repiten en 2.3%, y ARN estable del 0.7%.
Entre los 1,590 ORFs, se encontraron 1,091 que contienes esas partes en otros
organismos, mientras se pueda asignar los papeles biolégicos a ellos, aunque no todos
tienen funcion ortdlogos conocidas. EI ORFs 499 no se exhibe en ninguna base de datos
puede ser considerado en este momento especifico a H. pylori. En la reescritura de la
corrida de este genoma por Alm, et al., el nimero de ORFs de la cepa 26695 es de
1,552 del que 1,185 regiones ortélogas se han encontrado en otras especies, 367 son
especificas para H. pylori, y 69 son especificos de la cepa 26695. La proporcién de
genes huérfanos en H. pylori es similar al encontrado en otra bacteria secuenciada a la
fecha. Sin embargo, debe tenerse presente que los genes ortélogos de algunos de esos
ORFs probablemente llegue a ser identificado cuando los genomas enteros extensos

sean completamente secuenciados (Alm et al., 1999).

La isla de patogenicidad de H. pylori se ha considerado en funcidn de su habilidad para
producir la citotoxina vacuolizante (VacA) y la proteina asociada a la citotoxina (CagA).
El gen vacA, de 3,9kb de tamafio, codifica para una proteina de 139 kDa con una
secuencia lider de 33 aminoécidos, la propia citotoxina (VacA) y un fragmento C-
terminal de aproximadamente 50kDa. La citotoxina induce la formacion de vacuolas en
las células epiteliales del huésped y se ha asociado su presencia con la capacidad de
producir lesién tisular y enfermedad ulcerosa, aunque no se trata del Unico factor
implicado. El gen cagA esta posicionado en uno de los extremos de la isla de
patogenicidad (PAl) de 35 kb, que contiene unos veinte genes, incluyendo el picB,
requerido para inducir la produccién de interleucina-8 por las células del epitelio gastrico
(Tomb et al., 1997). Al menos cuarenta proteinas del genoma de H. pylori se encuentran
implicadas en la regulacion, secrecion y ensamblaje de la arquitectura flagelar que
permiten al H. pylori su movimiento, son estructuras complejas y envainadas con bulbo
terminal, una flagelina mayor codificada por el gen flaA y otra menor codificada por el

gen flaB.
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1.3Clasificacién taxondmica

Helicobacter pertenece al subgrupo mas pequefio de las proteobacterias. Dentro de este
subgrupo todas las bacterias son bacilos gramnegativos, delgados, y pueden ser rectos,
curvados o helicoidales, es decir que son polimorficos. Las proteobacterias tienen una
clase, Campylobacteres, un orden, Campylobacterales y dos familias,
Campylobacteraceae y Helicobacteraceae. Los dos géneros mas importantes son
Campylobacter y Helicobacter, se ubican en la Seccion 2 de la primera edicién del
Manual Bergey, dado su condicion morfolégica de ser bacilos gramnegativos,

microaerofilicos, moviles, helicoidales o vibrioides (Fernandez, 2012).

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Epsilon Proteobacteria
Orden Campylobacterales
Familia Helicobacteraceae
Género Helicobacter
Especie H. pylori

Figura 2. Clasificacién taxondmica del H. pylori

Fuente: Goodwin, et al, 1989 (GOODWIN et al., 1989)

1.4Morfologia y requerimientos de crecimiento

H. pylori es un bacilo gramnegativo, curvado y microaerofilico que se encuentra en la
mucosa gastrica del estbmago humano. Presenta dos divisiones (pleomoérfico), ambas
observadas en el estbmago humano: una forma espiralada y una cocoide, producto de
la conversidn morfolégica de la primera. La forma espiralada es viable, cultivable,
virulenta e induce inflamacién en la mucosa géastrica mientras que la cocoide, refleja la
adaptacion a un medio hostil, en el cual el microorganismo es metabdlicamente activo,
menos virulento, incapaz de reproducirse y con menos probabilidad de colonizar e
inducir inflamacion (Gonzalez & Jiménez, 2010) (Young, Allaker, & Hardie,
2001).Presenta un tamafo de 0,5 a 1,0 micras de ancho y de 3 micras de largo. Tiene
de 2 a 6 flagelos monopolares, fundamentales para su movilidad, y que estan

recubiertos por una vaina de estructura lipidica, igual que la membrana externa, que
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parece tener la mision de proteger a los flagelos de su degradacién del medio acido
(Amieva & El-Omar, 2008). Su temperatura optima de crecimiento se produce a 37 °C,
aunque puede desarrollarse en un rango de 35 a 39 °C en microaerofilia, con una
concentracion de Oxigeno y Diéxido de Carbono entre el 5-10%, 80-90% de Nitrégeno
y un 2% de Hidrogeno (Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006). Su crecimiento es lento y
toma de 5 a 7 dias para poder observar y diferenciar sus colonias en los medios
solidos ricos en nutrientes como: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa y
sales de cloruro de sodio y bisulfito de sodio, suplementados con sangre de caballo,
suero fetalbovino (SFB) o ambos, necesarios para su crecimiento (Alarcon, Baquero,
Domingo, LOPEZ, & Royo, 2004). Enzimas como la ureasa es uno de los factores de
defensa mas importante de H. pylori porque tiene la capacidad de hidrolizar la urea y
de neutralizar el acido del estdmago facilitando su supervivencia La catalasa y
oxidasa, son utiles para identificacibn cuando crece en medios de cultivo(Mobley,
Mendz, Hazell, Donahue, & Peek, 2001). Aunque H. pylori es muy homogéneo en
cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, presenta una importantisima variabilidad
antigénica; esto debido a que existen muchos genes que codifican proteinas de
membrana y ademas entre ellas pueden darse distintos procesos de recombinacién
(Odenbreit, 2005).

1.5Mecanismos de transmisidn

La infeccion por H. pylori, generalmente ocurre en la infancia (Gamez Escalona, Mulet
Pérez, Miranda Moles, & Mulet Gdmez, 2008). Los mecanismos exactos de transmision
de H.pylori se desconocen y son probablemente mdltiples. Sin embargo, se ha
propuesto que la via de transmision mas probable es por contacto directo de persona a
persona, donde las vias de contagio propuestas son: gastro-oral, oral-oral y fecal-oral,
siendo esta Ultima, la ruta méas probable de adquirir la infeccion (Azevedo, Huntington, &
Goodman, 2009). Estudios sobre el papel del agua de consumo humano en la
transmision de la infeccion por H. pylori, demuestran que esta bacteria se puede adquirir
por este vector de tipo ambiental (Campos et al., 2011). La presencia de H. pylori en el
agua potable, es una fuente importante de transmision, que apunta a una via fecal-oral

de propagacion (Goh et al., 2011). Actualmente, se ha propuesto que podria existir un
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vector de transmision de tipo zoonético (moscas y gatos), que actuaria a la vez como
reservorio de la infeccion al igual que el agua de consumo humano (Gido, Azevedo,
Wilks, Vieira, & Keevil, 2010).
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CAPITOLO Il. INFECCION POR Helicobacter pylori Y ENFERMEDAD
2.1Introduccidn

H. pylori fue identificado definitivamente en 1984 por Warren y Marshall, y 10 afios mas
tarde, este organismo fue reconocido por la Agencia Internacional de Investigacion en
Céancer (IARC) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como carcinégeno tipo |
(Marshall & Warren, 1984). H. pylori ha sido reconocido como el principal causante de
enfermedades del tracto gastrointestinal superior como lo son la gastritis crénica activa y
uno de los factores contribuyentes en la etiologia multifactorial de la ulcera péptica, el

adenocarcinoma gastrico y el linfoma tipo MALT (“181,” n.d.).

La infeccion se adquiere durante la nifiez a edades tempranas en los paises en vias de
desarrollo. Las vias postuladas para la transmisién son: fecal-oral, oral-oral, gastro-oral
(Dinda & Kimang’'a, 2016). La historia natural de la infeccion es bastante variable, y
aungque todos los pacientes infectados desarrollan una gastritis cronica, no todos
desarrollan enfermedad clinica, siendo muchos de ellos asintométicos (Javier Pérez
Gisbert & Santander, 2016). Factores ambientales, bacterianos y del huésped
(respuesta inflamatoria generada), determinan la evolucién natural de la infeccidon
(Ramirez Ramos & Sanchez Sanchez, 2008). La historia natural de la infeccion por H.
pylori presenta diferentes escenarios clinicos: infeccion aguda, gastritis cronica, gastritis
cronica atréfica, metaplasia intestinal, displasia epitelial gastrica y cancer gastrico
(Paredes, 2015).

La bacteria presenta una serie de factores de virulencia (adhesion, toxinas, enzimas,
entre otros), los cuales le permiten adaptarse al medio géstrico y causar un dafio
continuo directamente sobre las células del epitelio e inducir alteraciones celulares que
convergen en las lesiones preneoplasicas gastricas (Wroblewski, Peek, & Wilson, 2010).
La movilidad de H. pylori es esencial para la colonizacion, pues permite a la bacteria
difundirse por la capa viscosa de moco que cubre el epitelio gastrico. La persistencia de
colonizacion de la bacteria induce gastritis y estd asociada con el desarrollo de

enfermedad ulcera péptica, gastritis atréfica y carcinoma gastrico (Alberto, 2016).
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2.2 Epidemiologia de lainfeccion

La infeccion por H. pylori es la enfermedad bacteriana gastrointestinal mas comun del
mundo, considerada un problema de salud publica por cuanto afecta al 50% de la
poblacion mundial (McColl, 2010). La prevalencia de la infeccién por H. pylori en paises
en desarrollo es del 90%, mientras que en los paises desarrollados, con excepcion de
Japon, la prevalencia es del 40% (Gémez, Ruiz, Hernandez, Albis, & Sabbagh, 2015). El
riesgo de infeccibn a lo largo de la vida en las personas que viven en paises
desarrollados es aproximadamente del 40% a 60%, pero llega al 90% o mas en los
paises en via de desarrollo, en los cuales mas del 50% de la poblacion esta infectada a
los 10 afios de edad, a diferencia de los paises desarrollados, en donde sélo del 5% a

10% de los nifios estan infectados a la edad de 10 afios (Lehours & Yilmaz, 2007).

Los paises que presentan incidencia elevada de la infeccidon durante la infancia, donde
esta se cronifica y persiste hasta la edad adulta, se presenta en regiones en desarrollo
tales como: Africa, Asia, Egipto, América Central y Sur América, donde la prevalencia
alcanza cifras entre el 70-90%, mientras que en areas donde la incidencia es baja
durante la infancia y se incrementa a lo largo de la vida, a este grupo pertenecen las
regiones desarrolladas, como: Norte Ameérica, Australia y Europa occidental, las cuales
reportan tasa del 30%, como resultado del mejoramiento en las condiciones de
saneamiento (Ghotaslou et al., 2013). La prevalencia de infeccion que se presenta en
muchos paises en desarrollo, esta relacionada con el bajo nivel socio-econdémico,
deficiencias en los sistemas de saneamiento ambiental, falta de educacion y con
condiciones de hacinamiento, siendo estos los principales factores de riesgo de adquirir
la infeccidn (Bruce & Maaroos, 2008).
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2.3Posibles mecanismos de la carcinogénesis

Los mecanismos por los cuales H. pylori produce cancer gastrico no se conocen
completamente, pero en la actualidad se considera que la carcinogénesis puede
involucrar mecanismos indirectos (inflamacién permanente) y mecanismos directos
representados por la accién de los diferentes factores de virulencia de H. pylori sobre el

epitelio gastrico (P. Correa, 2011).

2.3.1 Mecanismos indirectos

Estos se relacionan con la fuerte respuesta inflamatoria producida en el estdmago
infectado, la cual causa cambios moleculares y morfolégicos en el epitelio originando la
siguiente secuencia histopatologica: gastritis cronica, atrofia gastrica, metaplasia
intestinal completa, metaplasia intestinal incompleta, displasia y cancer en 1-2% de los

infectados (Otero Regino, Gémez, & Castro, 2009).

Los mecanismos inflamatorios desencadenados por la presencia de la bacteria en la
mucosa gastrica que contribuyen a la formacion de lesiones preneoplasicas estan
determinados por mediadores de la inflamacién y factores determinantes de la respuesta
inmune del huésped (Alpizar-Alpizar, Une, & Sierra, 2009a). La liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias, especies reactivas de oxigeno y la regulacién positiva de la Cox-2,
contribuyen a formar un ambiente géstrico propicio para favorecer las transformaciones
malignas (Sanchez-Zauco, Giono-Cerezo, & Maldonado-Bernal, 2010). Los
mecanismos que participan en las lesiones directas del ADN, la inhibicion de la
apoptosis, la subversion de la inmunidad, la estimulacion de la angiogénesis y la
inflamacion cronica afectan la proliferacion, adherencia y la transformacion celular
llevando a la agresividad en el desarrollo de lesiones precancerosas (Otero Regino,
Gomez, et al., 2009). Estos procesos son el resultado de la interaccion de una serie de
factores del hospedero que llevan a determinar la severidad de las lesiones; los genes
candidatos a estar implicados serian aquellos que estén involucrados en el manejo de la
exposicién de la bacteria y el ataque del hospedero (la respuesta inmune innata y

adaptativa) (Sanchez-Zauco et al., 2010). La inflamacién de la mucosa gastrica se
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caracteriza por la respuesta tipo Thl que lleva de una inflamacién aguda a la cronicidad
gue persiste con el tiempo, caracterizada por la infiltracion de varios tipos de células
entre ellas estan los neutréfilos, macréfagos, células dendriticas y linfocitos T; dicha
respuesta inflamatoria esta mediada por un complejo grupo de citoquinas
proinflamatorias, quimiotacticas e inmunosupresoras y moléculas reactivas derivadas de
oxigeno y nitrogeno, las cuales son producidas por células inflamatorias y células
epiteliales en respuesta a estimulos inducidos por la bacteria (Alpizar-Alpizar, Une, &
Sierra, 2009b).

2.3.2 Mecanismos directos:

Se consideran diferentes factores de virulencia y/o determinantes de patogenicidad del
microorganismo (ureasa, flagelos, adhesinas, superoxido dismutasa, citotoxina y
proteina CagA o VacA) los que pueden contribuir a la inflamacion gastrica (Rivas-
Traverso & Hernandez, 2000). La adhesidn constituye un primer paso en la produccion
de lesiones. H. pylori expresa en su superficie diversas adhesinas capaces de reconocer
y unirse a receptores especificos de las células epiteliales de la mucosa gastrica
(Alberto, 2016). Ademas, parece existir una relacion directa entre el grupo sanguineo y
la expresidn de receptores especificos para H. pylori en la superficie de la célula
epitelial. Los individuos de los grupos sanguineos A y B tienen menor numero de
receptores que los del grupo O y estos Ultimos tienen un riesgo mayor de desarrollar
Ulcera péptica (Cava & Cobas, n.d.). Todas las cepas de H. pylori producen grandes
cantidades de ureasa (Amieva & EI-Omar, 2008). Esta enzima actla sobre la urea que
proviene del plasma produciendo amoniaco que favorece la supervivencia de la
bacteria, altera la biosintesis del moco y causa su desprendimiento facilitando la
produccion de Ulceras y una colonizacibn més estable (Lee et al., 2010). EI amoniaco
puede ser téxico para las células del epitelio e incrementar la accion citotoxica de
diversos mediadores de la inflamacién producidos por neutréfilos. H. pylori generalmente
no invade la mucosa gastrica, sino que vive en la capa de moco (Garza-Gonzélez,
Perez-Perez, Maldonado-Garza, & Bosques-Padilla, 2014). Aproximadamente 50% de
los aislamientos clinicos producen la citotoxina VacA, esta citotoxina es un factor de

patogénesis que la bacteria secreta y que provoca dafio al tejido gastrico que lleva al
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desarrollo de las enfermedades gastricas graves (Kusters et al., 2006). Las cepas
difieren también en la expresién de una proteina antigénica de elevado peso molecular
denominada CagA, el 70% por ciento de los aislamientos producen esta proteina. Entre
80% y 100% de los pacientes con ulcera duodenal producen anticuerpos contra CagA,

mientras que en las personas con gastritis se detecta en so6lo 63%(Azuma, 2009).

2.4Patobiologia

2.4.1 Factores de virulencia

H. pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa gastrica humana y sobrevivir en
un medio ambiente extraordinariamente hostil, causando en todas las personas
infectadas una inflamacién gastrica, sin embargo el hecho de que sélo una pequefia
parte de las personas infectadas con H. pylori desarrollan sintomas clinicos y diferentes
enfermedades, implica una via multifactorial en el desarrollo de la enfermedad (Vallejos,
Cerda, Valenzuela, & Toledo, 2003). H. pylori tiene diversos factores de virulencia que le
permiten colonizar el estbmago y permanecer por largos periodos de tiempo, estos
factores son aquellos que ayudan a la persistencia de la infeccion y benefician su
penetracion a la mucosa gastrica. Estos factores son: su forma espiralada, la presencia
de flagelos, la actividad de la enzima ureasa; ademas de los productos de los
genes vacA, cagA e iceA que causan la inflamacion del tejido gastrico en el hospedero
(Wroblewski et al., 2010) (Premoli, Gonzalez, Millan-Mendoza, Percoco, & Vielma,
2004).

Flagelos: Los flagelos de H. pylori le permiten moverse en la mucosa gastrica
contrarrestando el peristaltismo, penetrando la capa de mucina (secretada por las
células de la superficie de la mucosa) para alcanzar la superficie epitelial y escapar del
acido que la rodea (Rivas-Traverso & Hernandez, 2000). La movilidad es importante

para la persistencia de la infeccion.

Lipopolisacaridos y Antigenos Lewis: La envoltura celular, caracteristica de este tipo

de bacterias como H. pylori, estd formada por una membrana celular externa, un
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espacio periplasmatico y una membrana celular interna. La membrana celular externa,
esta constituida por fosfolipidos, lipopolisacéaridos (LPS) y glucidos de colesterol (Rojas
Campos, 1995). Los LPS a menudo llamados endotoxinas, son responsable de los
fendmenos pato-fisiolégicos asociados a infecciones generadas por microorganismos
Gramnegativos (Romero Hurtado & Iregui, 2010). Los LPS juegan un papel importante
en la patogénesis de las infecciones bacterianas, asi como en la interaccion con el
hospedero y su sistema de defensa, estan formados por tres partes: una porcion lipidica
e hidrofébica, denominada lipido A, inmersa en la cara externa de la membrana celular
de la bacteria; una porcién antigénica e hidrofilica, llamada: regién llamada polisacarido
O, compuesta por azlUcares que presenta una gran variabilidad estructural y un nucleo

gue conecta las dos regiones anteriores (Romero Hurtado & Iregui, 2010).

El lipido A posee la actividad endotoxina del LPS; dentro de sus funciones se
encuentran, la activacion de macrofagos, la produccion de grandes cantidades de
citoquinas y mediadores con multiples efectos en diferentes 6rganos. El antigeno o
polisacarido O participa en la adherencia de la bacteria a las células epiteliales gastricas
y le confiere a esta su especificidad serologica (Fowler, Thomas, Atherton, Roberts, &
High, 2006). Las cepas de H. pylori producen LPS de alto peso molecular con cadenas
completas y antigeno O, lo cual les confiere un fenotipo liso pero en condiciones in vitro
la bacteria puede convertirse a rugosa debido a la pérdida de la cadena del antigeno O
(Occhialini et al., 2001). La cadena de antigeno O puede ser fucolisada y mimetizarse
con el antigeno del grupo sanguineo Lewis (Lewis x [ Lex] y LeY ) con el fin de evadir la
respuesta inmune del hospedero, teniendo en cuenta que este antigeno es reconocido
por la proteina D surfactante y al fucolizarse no habria reconocimiento de este
(Appelmelk et al., 1996). Comparado con otras bacterias gram-negativas, los
lipopolisacéridos del H. pylori, activan débilmente la respuesta inmune innata del
huésped (Muotiala, Helander, Pyhéla, Kosunen, & Moran, 1992). En consecuencia es
improbable que estos LPS bacterianos representen un factor importante de activacion
de la respuesta inmune en el hospedero. Aun no es claro, si la capacidad de mimetismo
gue posee el H. pylori en los antigenos del grupo sanguineo promuevan una respuesta

autoinmune y generen la produccion de auto-anticuerpos los cuales desencadenan una

29



respuesta inflamatoria y consecuentemente el desarrollo de gastritis atrofica, ante la
imposibilidad del hospedero de activar una respuesta inmunolégica que detenga este
proceso infeccioso (Appelmelk et al., 1996).

Adhesinas y Proteinas de membrana externa: La adherencia a las células epiteliales
gastricas es un prerrequisito para la colonizacion del estbmago por H. pylori. En el tracto
gastrointestinal el movimiento peristaltico de la pared gastrica combinado con la alta
tasa de renovacion de las células epiteliales exige que las bacterias se adhieran
fuertemente a los tejidos para llevar a cabo la colonizacion; lo que favorece la
persistencia de la infeccion y estimula mecanismos patogénicos, principalmente, los
vinculados a cambios en la morfologia celular y a la activacion del sistema inmune.
Ademés, se presume que la adhesion permitiria un mejor acceso a los nutrientes
liberados desde el epitelio gastrico y un suministro de las toxinas bacterianas a las
células huésped de manera mas eficiente. Por otro lado, en sitios de inflamacion fuerte,
la pérdida de propiedades de adherencia puede permitirle a H. pylori escapar de la
destruccion por las células inmunes del huésped (Van Amsterdam & Van Der Ende,
2004). Un subconjunto importante de proteinas que intervienen en estas adaptaciones y
gue son importantes en la persistencia de la infeccion son las Proteinas de Membrana
Externa (OMPs) (Alm et al., 2000).

Varias de las OMPs han sido caracterizadas como adhesinas, lo que sugiere un papel
central para estas proteinas en la colonizaciéon del estbmago humano. En la patogénesis
de la infeccion participan principalmente la familia de proteinas Hop, que a su vez
incluye adhesinas como: a) BabA (HopS): blood antigen binding adhesion, es la proteina
de adhesioén a los antigenos del grupo sanguineo Lewis B, b) SabA (HopP): sialic acid
binding adhesion (adhesina de unién al Acido Sialico), c¢) OipA (HopH): outer membrane
inflammatory protein. (Proteina inflamatoria de la membrana externa), d) HpaA (H. pylori
adhesina A): constituida por una lipoproteina que actia como adhesina, mediando la
union a glicoconjugados con acido sialico (N-acetil-neuraminil-lactosa) (de
Gastroenterologia, Alvarez, & Guerrero, n.d.). Por otra parte, esta proteinas de adhesion

actiian conjuntamente con factores de virulencia bacterianos, es el caso de BabA que se
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encuentra asociada con cagA y con el alelo vacA sl1, las cepas que poseen esta
combinacion presentan un papel importante en el desarrollar CG, por cuanto altera
varios procesos de la célula huésped, incluyendo la transcripcién, reordenamientos del

citoesqueleto y la apertura de las uniones celulares, tal como lo muestra de Figura 3.
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Resistencia al ambiente acido y produccion de amonio: ElI H. pylori entra al
ambiente gastrico por via oral y es sometido a las condiciones extremas que
caracterizan el microambiente géastrico. Sin embargo, la bacteria tiene la habilidad de
resistir este pH debido a que es capaz de establecer un potencial de membrana positivo
y de modificar el microambiente mediante la produccién de ureasa y la liberacion de
factores que inhiban la produccién de acido en las células parietales. EI microorganismo
tiene la habilidad de producir una enzima llamada ureasa, compuesta por dos
subunidades UreA y UreB, la sintesis de la ureasa es regulada por siete genes
contiguos (genes A-H, exceptuando la letra C), que incluyen los que codifican para UreA
y UreB, y los que codifican para proteinas accesorias responsables de la insercién del
niquel en el sitio activo de la enzima. La enzima esta conformada por seis subunidades

de UreA y seis de UreB, codificada por los genes ureAB que se organizan en un operon,
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gue se transcribe como un RNA bicistronico. Esta enzima cataliza la conversiéon de la
urea en NH4+ y CO2, la bacteria capta urea a través de un canal de protones que se
abre a pH &cido y se cierra a pH neutro; después de su captura, la urea es hidrolizada,
lo que amortigua el pH del citoplasma, periplasma y del entorno que rodea a la bacteria,
aspecto esencial para su supervivencia, tal como se muestra en la Figura 4 (Bijlsma et
al., 2002).

Entorno Gen para
alcalino - ureasa
4

Urea

Figura 4. Actividad de la ureasa del H. pylori

Fuente: Fochesatto et al, 2004 (Fochesatto, Guayan, Moran, & Vizcaino, 2004).

La ureasa es uno de los factores de colonizacion imprescindibles de H. pylori, ya que
constituye su principal mecanismo de adaptacién a un medio adverso como lo es el
microambiente gastrico, esta enzima es secretada en elevadas cantidades y representa
alrededor del 10% del total de las proteinas de la bacteria (Fochesatto et al., 2004). La
actividad uredsica ademas de contribuir con la toxicidad celular producida por el NH4",
actia como factor quimiotactico, activando macréfagos para la produccion de citocinas
proinflamatorias; adicionalmente, se han establecido nexos entre la accion de la toxina
VacA y la ureasa, puesto que la actividad de la VacA se incrementa en presencia de
elevadas concentraciones de cloruro de amonio, por otra parte, las cepas con
alteraciones en la produccion de la enzima ureasa son incapaces de colonizar la

mucosa gastrica.

Citotoxina asociada al gen A (cagA): El gen cagA codifica para una proteina
citotoxica, altamente inmunogénica, denominada: CagA, la cual tiene un peso entre 128-

140 kDa (Censini et al., 1996). El gen cagA es uno de los tantos genes localizado dentro
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de la isla de patogenicidad PAI conocida como cag-PAI, regiébn cromosomica
caracteristica del genoma de la bacteria H. pylori y que segun se ha documentado fue
adquirida por transferencia horizontal de genes a partir de otros organismos (Tomb et
al., 1997). La presencia de esta isla ha permitido clasificar a la cepas de H. pylori en dos
tipos: tipo I: Presentan la isla de patogenicidad (cag-PAI") y se encuentran asociadas
con procesos infecciosos graves y las tipo Il: Aquellas que carecen de la isla (cag-PAl),
frecuentemente asociadas con infecciones leves a moderadas, presentes generalmente

en pacientes asintomaticos.

Esta region de patogenicidad codifica para un sistema de secrecion tipo IV, el cual
constituye una potente herramienta biolégica que posee la bacteria para iniciar el
proceso de infeccién (Tummuru, Cover, & Blaser, 1993). Por medio de este sistema, el
cual actia como una jeringa molecular, el H. pylori inyecta directamente la proteina
CagA y algunas moléculas de peptidoglicanos al interior del citoplasma de las células
epiteliales, estos productos generan cambios estructurales y funcionales que favorecen
la permanencia de la bacteria. La translocacion de CagA depende de la presencia de un
canal de urea protén dependiente Urel, cuando se presenta un descenso en el pH, se
produce el movimiento de CagA desde el centro hasta la porcion periférica del
citoplasma. Este proceso de translocacion aumenta la produccion de IL-8, y de otras
citoquinas como IL-1B8, TNF-a y del factor de transcripcion nuclear NFkB, lo que

determina el potencial patogénico de la bacteria (Evans & Evans, 2001).

La proteina inyectada interactia con un numero elevado de moléculas de la célula
hospedero. La diana molecular de CagA mas estudiada es una fosfatasa SHP-2. En el
gen que codifica esta proteina se han encontrado mutaciones y polimorfismos que estan
relacionadas con la carcinogénesis géastrica. La propia activacion de SHP-2 por CagA
puede contribuir a la proliferacion celular excesiva. Ademas, los cambios que se
producen en la expresion génica en las células epiteliales tras la infeccion por H. pylori
suelen ser dependientes de este sistema de secrecion codificado por la cagPAI. Dentro
de la célula, CagA, es reconocida como una molécula de sefalizacion y por lo tanto es

fosforilada por la familia de las quinasas Src en unos sitios especificos llamados:
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motivos EPIYA, ubicados en la regién C-terminal de la proteina y formados por una
secuencia de cinco aminoacidos (Glutamina-Prolina-Isoleucina-Tirosina-Alanina). Se ha
reportado que los motivos EPIYA pueden ser: EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C y EPIYA-D,
estos motivos, a su vez permiten la clasificacion de las cepas: Las tipo occidental,
contienen EPIYA-A y EPIYA-B, seguidas de repeticiones de EPIYA-C mientras que el
EPIYA-D, esta presente en cepas de origen asiatico (Panayotopoulou et al., 2007). Las
cepas cagA’ y con nimero elevado de motivos EPIYA han sido relacionadas con un
aumento en el riesgo de desarrollar GCA (Evans & Evans, 2001). El motivo EPIYA C y
D, sirve como sitio de fosforilacion primaria de CagA y son requeridos para la union con
SHP-2. Algunos estudios han identificado que un incremento en el nimero de motivos
EPIYA C, determinan la presencia de patologias gastricas mas severas (Jones et al.,
2009). El incremento en el numero de repeticiones EPIYA C, estimula la produccion de
IL-8 y en consecuencia genera una serie de transformaciones morfologicas, que traen
como consecuencia un incremento en los niveles de fosforilacibn de CagA, lo cual
confiere un mayor riesgo a desarrollar CG (Wroblewski & Peek, 2013). Esto evidencia,
gue la variabilidad de la proteina CagA en relacion a los motivos EPIYA, reconocidos
como punto de fosforilacibn pueden jugar un papel importante en el proceso de
carcinogénesis gastrica que desarrolla la infeccibn permanente por H. pylori. En
concordancia, la citotoxina asociada al gen A (CagA) se reconoce como un importante
factor de virulencia relacionado con patogenicidad, las personas infectados con cepas H.
pylori cagA® presentan un mayor riesgo de desarrollar Glcera péptica y CG como
consecuencia del incremento de los mecanismos de inflamacion y proliferacion celular

gue se generan en la mucosa gastrica (Salih, Bolek, & Arikan, 2010).
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Figura 5. Actividad de los genes de virulencia del H. pylori

Fuente: Morales et al., 2013 (Morales-Guerrero, Mucito-Varela, Aguilar-Gutiérrez, Lopez-Vidal, & Castillo-
Rojas, 2012).

Citotoxina vacuolizante (VacA): El gen vacA, descubierto por Leunk, et al., en 1988,
codifica para una proteina altamente inmunogénica que induce vacuolizacién masiva en
las células epiteliales gastricas en condiciones in vitro (Cover, 1996). Ademas, esta
proteina desarrolla diversas actividades a nivel celular dentro de las cuales se incluyen:
Formacion de canales de membrana, interrupcion de endosomas y de la actividad
lisosomal, efectos en el proceso de sefalizacion celular mediados por receptores de
integrinas, alteraciones en la funcién del citoesqueleto, induccion de apoptosis vy
modulacién de la respuesta inmune, tal como se muestra en la Figura 6 (Hennig,
Godlewski, Butruk, & Ostrowski, 2005).

Aproximadamente el 50% de todas las cepas del H. pylori, secretan el gen vacA, cuya
expresion proteica juega un papel importante en la patogénesis de la Ulcera Péptica
(UP) y del CG (Kusters et al., 2006). La proteina VacA es producida como una pro-

toxina de aproximadamente 140 kDa, que es clivada para producir una citotoxina
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madura de 95 kDa, la cual a través de un clivaje proteolitico, forma dos regiones; una
amino-terminal de 33 kDa que constituye el péptido sefal, estructuralmente se
encuentra formada por hojas plegadas B y por residuos hidrofébicos ricos en el
aminoéacido Glicina, adicionalmente presenta una region sensible a proteasas. La region
N-terminal realiza funciones esenciales tales como: la formacion de los canales
anionicos, el transporte de la pro-toxina del citoplasma celular al espacio periplasmatico
de la bacteria. En tanto, la regién C-terminal de 55 kDa, esta relacionada con la
adherencia de la citotoxina a las células del hospedero (Cover & Blanke, 2005). Cada
uno de estos dominios contribuye al proceso de vacuolizacién celular mediante un
aporte de 422 aminoacidos por parte de la region amino terminal y 100 aminoacidos

provienen de la region carboxi-terminal.

Aunque todas las cepas de H. pylori, portan un gen vacA funcional, se presentan
variaciones en la actividad vacuolizante, debido a la alta heterogeneidad dentro del gen
(Atherton et al., 1995). Estructuralmente, se reconocen dos secuencias, una ubicada en
el extremo 5’, llamada region senal (s) la cual codifica para un péptido sefal y la otra
corresponde a la regiébn media (m) (De Bernard et al., 1997)(76)(Leunk, 1991). En estas
regiones con alta variabilidad genética, se reconocen dos alelos para cada una de ella,
sly s2 y ml1 y m2 (van Doorn et al.,, 1998). A su vez el alelo s1 y ml pueden ser
subdivididos en varios subtipos: s1a, s1b y s1c y el “m” en m1a, mib y mic (M.
Sugimoto & Yamaoka, 2009).

La asociacion entre el genotipo vacA y la actividad vacuolizante, muestra que las cepas
pueden presentar cuatro genotipos, producto de la combinacion de la region sy m, In
vitro los experimentos muestran que sl/ml,son mas citotoxicas en consecuencia
presentan una alta actividad vacuolizante, seguidas de las cepas con genotipo s1/m2
producen cantidades moderadas de toxina y una actividad vacuolizante moderadamente
baja mientras que las cepas s2/m2 no presentan actividad citotoxica y s2/ml son cepas

extremadamente raras (Atherton et al., 1995).
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Ademas de la relacion que se establece entre los alelos y la produccion de citotoxina
vacuolizante, los fenotipos de vacuolizacién de las cepas de H. pylori no solo dependen
de las secuencias de aminoacidos de VacA, estos pueden también ser modulados por
otros factores especificos de la cepa, tales como el nivel de transcripcion y la eficiencia
con la cual se secreta la proteina VacA (Perales et al., 1999). Varios estudios muestran
gue los individuos infectados con cepas de H. pylori vacA s1 o ml en poblaciones
occidentales tiene un mayor riesgo de desarrollar UP y/o CG cuando se comparan con
personas infectadas con los alelos s2 o0 m2 (M. Sugimoto & Yamaoka, 2009). Se ha
reportado que las cepas sla/ml tienen mayor capacidad de virulencia, por cuanto
estimulan el incremento de neutréfilos en la mucosa vy la infiltracién in vivo de linfocitos
(Aydin et al., 2004). Un estudio realizado por Basso et al., en 1998 en una poblacion del
Reino Unido, mostré que todos los pacientes con Ulcera Duodenal (UD) tenian cepas
con genotipo VacAsl, lo cual propuso una asociacion entre este genotipo y la presencia
de esta patologia gastrica (Basso et al., 1998). Este mismo genotipo fue relacionado con
un mayor riesgo de padecer CG, tal como lo muestran cuatro estudios realizado en

diferentes poblaciones (Con et al., 2007).

Rhead et al., identificaron un tercer polimorfismo, ubicado entre la region s y la regiéon m,
el cual ha sido designado como regién intermedia (i), este polimorfismo ha sido
comunmente encontrado en cepas de Estados Unidos, Iran y Reino Unido, tal como lo
muestra la Figura 6. Dos variantes alélicas ha sido reportadas para este determinante de
toxicidad, la region il (vacuolizante) e i2 (no-vacuolizante), todas las cepas con genotipo
vacAs1l/m1l fueron de tipo il, las cepas con genotipo s2/m2 fueron tipo i2 y las s1/m2
pueden ser il 0 i2 (Rhead et al., 2007). Rhead et al., en el 2007, concluyen que de los
tres sitios polimérficos del gen vacA, la region i parece ser mejor predictor de CG
cuando se compara con las otras regiones. En el 2012, Yordanov et al., corroboran los
resultados de Rhead, ellos realizaron un estudio donde evaluaron la importancia
biolégica de la regidn intermedia del gen vacA, como un factor de virulencia asociado

con una mayor severidad de enfermedad gastrica en una poblacion de Bulgaria.
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Figura 6. Figura 6. Mecanismos de accion del gen vacA

Fuente: Cover et al, 2005 (Cover & Blanke, 2005).

El estudio propuso evaluar la prevalencia y el valor del alelo vacAi cuando se
encontraba solo 0 en combinacion con los otros alelos vacA en pacientes sintomaticos
bulgaros, los resultados, muestran que la prevalencia de vacAi es significativamente
mayor (75%) en cepas de pacientes con Ulcera péptica que en cepas de pacientes con
enfermedad gastrica no-ulcerosa. El estudio concluye que el alelo i es mejor predictor
del potencial de virulencia de las cepas cuando se lo compara con los otros alelos del
gen vacA (Yordanov, Boyanova, Markovska, Gergova, & Mitov, 2012). Hiroaki, et al., en
el 2009, reportan la presencia de una cuarta region, la cual se denominé regién d, esta
corresponde a un region de 81 pb que se encuentra la region intermedia (i) y media (m)
del gen vacA, localizada en la porcion N-terminal del dominio p55, esta region presentan
dos variantes alélicas d1 y(Ogiwara et al., 2009) d2, regiones representadas en la Figura
6. Se reporta que la funcidn de la region d esta relacionada con la unién de la toxina a
las células epiteliales gastricas del hospedero y la actividad vacuolizante, a la fecha no
se ha reportado la especificidad funcional de cada una de las variantes de la regién d

(Ogiwara et al., 2009). Hiroaki, concluye que la region d es un marcador mas sensible de
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inflamacién severa y atrofia de la mucosa gastrica cuando se lo compara con la regién s
0 m, por lo cual podria ser reconocido como un factor de riesgo para CG aun mas
importante que la region i, el menciona como limitante el tamafio de muestra, por lo que
se hace necesario realizar investigaciones en diferentes poblaciones con un mayor
tamafio de muestra, lo que permitiria conocer la funcion biolégica de estas regiones en

el proceso de patogénesis gastrica (Ogiwara et al., 2009).

vacA s1/i1/d1/m1

s1 i1 d1 m1
vacA s2/i2/d2/m2
| W1 U L
52 i2 d2 m2

Figura 7. Representacién esquematica del gen vacA del H. pylori

Fuente: Suzuki et al, 2012 (R. Suzuki, Shiota, & Yamaoka, 2012).

La proteina VacA madura es secretada fuera de la bacteria, pero un 50% de esta
permanece unida a la superficie de la bacteria e interactian con la membrana de la
célula del hospedero, el resto de la toxina libre se oligomeriza formando una estructura
con forma de flor, cuando esta hace contacto con la célula blanco (Amieva & El-Omar,
2008). Esta estructura hexamérica se ensambla en la bicapa lipidica de las células del
hospedero, donde forma un canal selectivo de aniones y produce un gradiente de pH
gue atrae sustancias alcalinas al interior, incrementando la captura de agua a través de
un proceso de 6ésmosis, lo que origina una vacuolizacién alrededor del nicleo y mas
tarde el estallido y la muerte celular. A su vez interfiere con el trafico vesicular de los
lisosomas a nivel del citoplasma celular (Rudnicka, Chmiela, & others, 2004). VacA
puede llevar a la muerte programada, de forma independiente a la vacuolizacion,
induciendo la reduccién en el potencial de membrana, liberacién del citocromo C y
posterior activacion de las caspasa 3 a nivel mitocondrial, tal como se representa en la

Figura 5. Por otro lado, VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica
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aumentando la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2), en las células T, neutrdéfilos y
macrofagos, que a su vez activa la produccion del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y puede provocar el desarrollo de un tumor. Aunque no estan
perfectamente definidos los mecanismos por los que la respuesta inmune inducida por
H. pylori contribuye a la carcinogénesis gastrica, la sobreexpresion de COX-2, VEGF, la
activacion de NF-kB y el aumento de citoquinas proinflamatorias originan alteraciones

morfoldgicas que llevan al desarrollo de gastritis atréfica y metaplasia gastrointestinal.

2.4.2 Factores del huésped

Diversos efectos del sistema inmunoldgico del huésped han sido descritos como
respuesta a la interaccion entre patdégeno y la mucosa (Ruggiero, 2012). Existe una
sélida relacion entre la respuesta inflamatoria crénica, la infeccion con la bacteria y el
desarrollo de lesiones gastricas con potencial desarrollo de CG (Fuentes-Panana,
Camorlinga-Ponce, & Maldonado-Bernal, 2009). Dicha respuesta se caracteriza por la
induccién de una respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica que esta determinada por
la infiltracion constante de neutréfilos, macréfagos y células dendriticas que componen
el primer sistema de defensa del organismo, la inmunidad innata. Posteriormente la
participacion de linfocitos T en la respuesta inmune adaptativa establecen la agudizacion

de la respuesta inflamatoria (Alpizar-Alpizar et al., 2009b).

La cascada inflamatoria desencadenada por el H. pylori esta relacionada a factores de
virulencia de la bacteria, especificamente los asociados a la isla de patogenicidad cagA.
Las cepas de H. pylori CagA®, estimulan a las células epiteliales géastricas en la
produccion de grandes cantidades citoquinas pro-inflamatorias como la interleuquina 18,
iniciando el proceso inflamatorio (Crabtree et al., 1995).

Asi, la exposicion prolongada de la mucosa gastrica a factores virulentos de la bacteria y
la respuesta inmune asociada lidera a la expansion de zonas proliferativas del tejido y

predispone a la progresion neoplasica (Houghton & Wang, 2005).

Respuesta inmune innata: Las células epiteliales gastricas, son el primer blanco de

infeccién por H. pylori y contribuye al inicio de la respuesta inmune innata, con la
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expresion de receptores tipo toll (TLRsS) en la membrana celular (Moss & Blaser, 2005).
Los lipopolisacaridos bacterianos presentan alta afinidad por TLR-2 y TLR-4, mejorando
la produccién de factor nuclear NF-kB. Este factor esté involucrado en la transcripcion
de multiple citoquinas proinflamatorias como IL-2 y IL-18, y TNF-a, procesos iniciales de
la inflamacién cronica cominmente vista durante la infeccion (lhan, Pinchuk, & Beswick,
2012). La expresion de moléculas como ciclooxigenasa- 2 inducidas por la infeccion y a
través de la via de TLR-2 ha estado implicada en el desarrollo y progresion del CG (van
Rees et al., 2002).

La expresion de citoquinas inflamatorias, quimiotacticas e inmunosupresoras en la
mucosa gastrica favorece le infiltracidn de neutrofilos, macrofagos y células dendriticas,
las cuales favorecen la respuesta inflamatoria con la constante produccion de mas
moléculas pro-inflamatorias y moléculas reactivas derivadas de oxigeno y nitrégeno
(Alpizar-Alpizar, Une, & Sierra, 2009). Dicha respuesta inflamatoria de la mucosa
gastrica es compleja y va acompafada de varias alteraciones genéticas y moleculares
gue conducen al progreso de la carcinogénesis gastrica (Yasui et al., 2011). Igualmente,
componentes bacterianos como la ureasa inducen significativamente respuestas
inmunes innatas en monocitos y macrofagos, estimulando la generacion de citoquinas y
oxido nitrico (Peek, Fiske, & Wilson, 2010).

La infiltracion de neutréfilos o leucocitos polimorfonucleares esta mediada por la
produccion de la proteina atrayente de neutréfilos, factor de virulencia secretado por la
bacteria y adicionalmente induce la produccién de radicales libres de oxigeno (Satin et
al., 2000). Asi mismo, la proteina esta involucrada en la sobrerregulacion de IL-12, IL-23
y TNF-a y modula la respuesta inmune adaptativa influenciando la produccion de células
T (Amedei et al., 2006).

Respuesta inmune adaptativa: La respuesta inmune adaptativa se considera una
respuesta predeterminada a una previamente identificada a un estimulo inmunologico.
Por lo tanto, la respuesta es especifica para un determinado patégeno e implica la

memoria inmunolégica. La respuesta inmune adaptativa frente a la infeccion por H.
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pylori es controversial dado que induce una respuesta fuerte celular y humoral en la
mucosa, luego la produccion de anticuerpos no permite erradicar la infeccion pero puede
contribuir al dafio del tejido. Durante la respuesta inmune especifica surgen diferentes
grupos de linfocitos T, estas células participan en la proteccion a la mucosa haciendo
distincién entre bacterias patdégenas y comensales. Los linfocitos T ayudadores
inmaduros (ThO) expresan CD4 pueden diferenciarse en Thl o Th2 dependiendo del
estimulo presente, ya que mientras que las primeras son inducidas por patégenos
intracelulares, y se caracterizan por secretar IL-2, INFy; las Th2 son inducidas por
patdgenos extracelulares secretan IL-4, IL-5, IL 10 y estimulan a los linfocitos (Wilson &
Crabtree, 2007). En el caso de la infeccion por H. pylori la respuesta de la célula T es
fundamentalmente Thl, una respuesta equivocada, lo anterior dado que H. pylori es un
germen extracelular el cual deberia desencadenar una respuesta Th2 (Robinson,
Argent, & Atherton, 2007). La respuesta Thl produce interferén gamma (IFN-g), factor
de necrosis alfa (TNF -a), IL-12, IL-18. La polarizacién de la respuesta hacia Thl puede
contribuir al desarrollo de lesiones gastricas mas severas y por el contrario la activacion
de la respuesta Th2 y la expresion de citoquinas como IL-4, producen la disminucién de
la inflamacion gastrica y proteccion contra lesiones géastricas mas severas (Otero

Regino, Gomez, et al., 2009).

Dicha respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica es compleja y va acompafiada de
varias alteraciones genéticas y moleculares que conducen al progreso de la
carcinogénesis gastrica (Yasui et al.,, 2011). Entre ellas se encuentran genes de
citoquinas (TNF-qa, IL-10, IL-8, IFN-y) que participan en el sistema inmune adaptativo y
el patron de factores de reconocimiento (TLR-4, NOD-1, NOD-2) que inician el sistema
innato (Mitsushige Sugimoto, Yamaoka, Furuta, & others, 2010). Adicionalmente, la
variacion de genes que codifican para las proteasas, enzimas del metabolismo de
xenobidticos, reguladores del ciclo celular, apoptosis y mucinas (Bornschein, Rokkas,
Selgrad, & Malfertheiner, 2011).
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2.5Lesiones gastricas

Las lesiones preneoplasicas géastricas son anormalidades histopatoldgicas en las que es
mas probable que ocurra CG (Morson et al., 1980). La infeccién por H. pylori genera un
proceso inflamatorio en la mucosa gastrica, esta inflamacibn puede ser
predominantemente agudo, pudiendo evolucionar a una condicién cronica, acompafada
por cambios en la mucosa gastrica, que normalmente conllevan a una serie de
alteraciones histolégicas secuenciales, que inician con una gastritis no atréfica luego
evoluciona a gastritis atréfica y metaplasia intestinal, para en determinados casos
avanzar a displasia y neoplasia géastrica de tipo intestinal. Se postula que el avance de
una etapa a la siguiente esta determinado por factores etioldgicos ligados al proceso
inflamatorio, a esta serie de cambios histolégicos se les conoce como: la cascada de la
carcinogénesis gastrica, propuesta por Pelayo Correa, las etapas clasicas de esta

cascada, se ilustran en la Figura 8.

Las lesiones preneoplasicas en la carcinogénesis gastrica son: gastritis cronica atrofica,

metaplasia intestinal y la displasia gastrica.

Gastritis cronica no atréfica (GCNA): Se caracteriza por la ausencia de atrofia, un
aumento moderado de inflamacion en el antro y un normal a ligero inflamacién en el
cuerpo. La GCNA esta asociada con ya sea normal o aumento en la secrecion de acido
(Rugge & Genta, 2005).

Gastritis cronica atréfica (GCA): Es el precursor mas importante de carcinoma
gastrico y en Japo6n se ha encontrado que hasta el 80% de los pacientes con H. pylori
tienen GCA, mientras que en Europa ésta alcanza una prevalencia hasta del 13%. La
GCA es asociado con el 94.8% de carcinomas gastricos tempranos en Japon; esta
presente en casi la totalidad de los pacientes con cancer gastrico de localizacion no
proximal de tipo histolégico intestinal (Nardone, Rocco, & Malfertheiner, 2004). La
gastritis es una entidad de elevada morbilidad a nivel mundial, su incidencia varia en las
diferentes regiones y paises (Riva, Mufioz-Navas, & Sola, 2004). Se caracteriza por un

infiltrado con linfocitos, células plasmaticas o ambas y si ademas presentan
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polimorfonucleares toma la denominacién de gastritis cronica atrofica activa (Valdivia
Roldan, 2011). La relacion de Helicobacter con la gastritis cronica es de gran interés y
significativa en gastritis crénica atrofica multifocal. La gastritis cronica atréfica multifocal
se considera el precursor mas comun de CG, y se distribuye en el antro y cuerpo
gastrico con éareas de atrofia, metaplasia y displasia (Rugge & Genta, 2005).
Adicionalmente, se ha postulado que la GCA precede la aparicién de cancer gastrico de
tipo intestinal. En este proceso H. pylori participa activamente en la pérdida de glandulas
o atrofia (P. Correa, 2011).

Metaplasia Intestinal (MI): Se define como la presencia de epitelio diferenciado similar
al del intestino delgado. Se clasifica segun caracteristicas morfologicas e histoquimicas
en MI compleja (tipo 1) y MI incompleta de intestino delgado (tipo Il) o colonica (tipo IlI).
La Ml tipo | se relaciona con baja incidencia de CG a diferencia de la metaplasia tipo Il

gue tiene un riesgo de 2,7 a 5,8 de desarrollar CG (Riva et al., 2004).

Displasia gastrica (DG): La displasia epitelial gastrica (también llamada neoplasia no-
invasiva o adenoma), es una lesién neoplasica epitelial no invasiva, considerada el
penultimo estadio de la carcinogénesis gastrica (P. Correa, Piazuelo, & Wilson, 2010).
La presencia de gastritis atréfica representa el principal antecedente de las lesiones
displasicas, se ha observado que los mayores grados de atréfia gastrica se asocian con
las formas mas severas de displasia (Misdraji & Lauwers, 2002). Esta lesion esta
caracterizada por la presencia de una serie de alteraciones histolégicas como
variaciones en el tamafo, forma y orientacion de sus células y aumento del tamafio de
los nucleos. La DG generalmente se encuentra asociada con una GCA y suele estar
acompafada de MI. La gradacion de la DG permite clasificarla como leve, moderada o
de alto grado, la DP leve o moderada tiende a regresar 0 permanecer estable, la
moderada y la de alto grado frecuentemente estan asociadas con el desarrollo de CG,
todos los grados de DG son mas frecuentes de encontrar en el antro y la cisura
angularis gastrica (Castro, Camacho, Saenz, & Montero, n.d.). La prevalencia de DG
reportada en la poblacion general occidental varia desde 0,5-37,5 %, pero hay indices
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desde 9-20%, en poblaciones de alto riesgo como en Colombia y China (Castro et al.,
n.d.).

Céncer gastrico (CG): La carcinogénesis gastrica es un proceso complejo que
involucra varios factores genéticos, epigenéticos, ambientales e infeccioso, los cuales
interactian causando efecto que se acumulan en la mucosa gastrica y que finalmente
conllevan a la aparicion de una neoplasia (Corso, Seruca, & Roviello, 2012). El
adenocarcinoma gastrico usualmente aparece en la region distal (antro o cuerpo) y esta
estrechamente asociado con infeccién por H. pylori, el CG proximal (cardias) presenta
diferentes patrones epidemiol6gicos y pato-biolégicos y no es comun, en las regiones
gue presentan una alta incidencia de infeccion por este microorganismo (S. S. Kim,
Ruiz, Carroll, & Moss, 2011). La organizacion mundial de la salud a través de su
Agencia para la Investigacion del Cancer (IARC), reconocié en 1994 al H. pylori, como
un carcinégeno tipo | en su clasificacion de agentes bioldgicos carcinogénicos (Humans
& others, 1994). La infeccion por H. pylori, contraida en los primeros afos de vida es la
causa mas frecuente de la carcinogénesis gastrica, los pacientes infectados a edades
tempranas desarrollan pangastritis, la cual evoluciona hacia una atrofia con disminucion
de la secrecion acida géstrica y posterior aparicion de MI, con el tiempo estos cambios
son acompafados de agentes mutagénicos inflamatorios, que conllevan a displasia
gastrica y en funcién de la susceptibilidad genética del hospedero eventualmente se
desencadena un proceso neoplasico en la mucosa gastrica (P. Correa, 1994).

Las areas que presentan perdida glandular y metaplasia se extienden de manera
multifocal con el tiempo incrementado el riesgo de cancer gastrico de 5 a 90 veces,
dependiendo de la extension y la severidad de la atrofia (Kusters et al., 2006). Segun la
clasificaciéon de Lauren, se distinguen dos tipo de CG, el tipo Intestinal: se caracteriza
por la formacion de estructuras tubulares que recuerdan a las glandulas intestinales
mientras que el tipo difuso, se caracteriza por no formar estructuras tubulares sino nidos
de células malignas en patron de anillo de sello (Dixon, Genta, Yardley, Correa, &
others, 1996). Se conoce que la infeccion por H. pylori, es reconocida como un

importante factor de riesgo para CG. Estudios epidemioldgicos han determinado que el
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riesgo atribuible a la infeccion para CG es aproximadamente del 75%. Aunque la
infeccidon incrementa significativamente el riesgo a desarrollar tanto CG de tipo intestinal
como difuso, el proceso inflamatorio que precede a la neoplasia gastrica no es necesario
para el desarrollo del CG tipo difuso, lo cual sugiere que los mecanismos que sustentan

la capacidad de esta bacteria para inducir malignidad gastrica son diferentes en estos

dos tipo de CG (Polk & Peek, 2010).
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Fuente: Wrobleswski et al., 2010 (Wroblewski et al., 2010).
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CAPITULO lll. ERRADICACION Y MECANISMOS DE RESISTENCIA DE
Helicobacter pylori

3.1Introducciéon

La mayoria de bacterias, por su inmensa capacidad de adaptacion, son capaces de
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibidticos para poder sobrevivir a
las condiciones del medio. Los microorganismos adquieren resistencia a los
antimicrobianos por diferentes mecanismos como son: la resistencia natural o intrinseca,
aqui las bacterias carecen de un sitio diana para la actuacion del antibiotico. La
resistencia adquirida es debida a la modificacion de la carga genética de la bacteria y
puede aparecer por mutacibn cromosdémica 0 por mecanismos de transferencia
genética. Sin embargo, investigadores consideran que las mutaciones (cualquier cambio
en la secuencia de ADN) son el Unico mecanismo que puede producir nuevas
actividades y funciones genéticas en el mundo biolégico, capaz de proporcionar un
mecanismo para la evolucion que explique el origen de la resistencia a los antibiéticos
(Graham & Shiotani, 2008) (Pérez-Cano & Robles-Contreras, n.d.)

La resistencia intrinseca a los antimicrobianos es un caracter constante en las cepas de
una misma especie o0 genero de bacterias, debido a la imposibilidad del antibiético de
alcanzar su sitio de accion debido a la falta de afinidad por el sitio de accién, presencia
de bombas de eflujo o de otros mecanismos de resistencia cromosdmica, por otra parte,
la conjugacion, transformacién o transduccién son los principales medios para la
adquisicion de resistencia. La resistencia intrinseca se trasmite de forma vertical de
generacion en generacion; la conjugacion, transformacién o transduccion se realiza
horizontalmente a través de plasmidos u otro material genético movible como Integrones
y transposones; este Ultimo no solo permite la trasmision a otras generaciones, sSino
también a otras especies bacterianas. De esta forma una bacteria puede adquirir la
resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de haber estado en contacto con

estos (Monreal Garcia, Eli Amanda, Medina Medrano, & Rene, 2013).
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La resistencia a antibioticos es probablemente la principal causa del fracaso del
tratamiento para H. pylori y es en gran parte responsable de la disminucién de las tasas
de erradicacion (J. P. Gisbert & Calvet, 2011). Se conoce que los mecanismos de
resistencia a antibidticos de H. pylori no estan mediados por plasmidos, se deben
fundamentalmente a mutaciones en genes cromosomales, es decir qué la resistencia es
intrinseca (Reyes-Zamora, Hernandez-Power, Torres-Dominguez, Bermudez-Diaz, &
Rodriguez-Gonzalez, 2011a). Los antibidticos que no hacen parte del esquema del
tratamiento son: glucopéptidos, polimixinas, acido nalidixico, sulfonamidas, trimetropina
y agentes antimicoticos. Para todos los otros antibidticos la resistencia no ocurre en
todas las células bacterianas, pero puede ser adquirida, en particular se incluyen los -
lactdmicos, macrolidos, tetraciclinas, aminoglucdésidos, fluoroquinolonas, rifampicinas,

cloranfenicol y 5-nitroimidazoles (Mégraud & Corti, 2009).

Es conocido que los antibiéticos empleados para el tratamiento de H. pylori, también son
empleados en otras enfermedades infecciosas, en donde su uso indiscriminado, la
automedicacion, entre otras causas, han incrementado rdpidamente la presencia de
cepas de H. pylori resistentes a muchos de estos antibioticos, es por esto que el estudio
de la resistencia de H. pylori a los antibiéticos usados en las terapias, es fundamental
para lograr aumentar la eficacia de los tratamientos contra este patégeno humano

(Reyes-Zamora et al., 2011a).

En las dltimas dos décadas, el tratamiento recomendado para la erradicacion de esta
bacteria como esquema de primera linea es la triple terapia estandar, constituida por un
inhibidor de la bomba de protones, amoxicilina y claritromicina o metronidazol
(Trespalacios Rangel, 2011). Sin embargo datos recientes demuestran que la eficacia
de este esquema tradicional, que inicialmente era del 90%, de manera progresiva ha
disminuido en muchas partes del mundo y llega en la actualidad a cifras de 60%, debido
fundamentalmente a la creciente resistencia a los antibioticos, principalmente a

claritromicina y metronidazol (Dacoll et al., 2014).
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3.2Esquemas de tratamiento

En una infeccion cronica con H. pylori, la bacteria no puede ser eliminada por el sistema
inmune del hospedero, por lo que, para erradicar la infeccion, se requiere del uso de
antibioticos (Hildebrand et al., 2001). El éxito en la erradicacion de la infeccion depende
de varios factores, entre los mas importantes se consideran: la susceptibilidad de las
cepas a los antibiéticos utilizados y que el tratamiento se complete adecuadamente por
los pacientes (Francis Megraud, 1999). El grupo Europeo de estudio sobre H. pylori
organizd una reunién en Maastricht con expertos microbiélogos, médicos generales y
gastroenterdlogos, para establecer normas en el manejo de la infeccion por H. pylori.
Los lineamientos del Maastrich recomiendan la terapia de erradicacion en pacientes
positivos a la infeccion por H. pylori con Ulcera duodenal o gastrica, linfoma asociado a
la mucosa gastrica (MALT) de bajo grado, gastritis con severos cambios macro o
microscopicos y después de una reseccion de CG temprano. El tratamiento para la
erradicacion debe tener una tasa de erradicacion superior al 90%, utilizando una terapia
triple con un inhibidor de la bomba de protones (IBP) claritromicina, metronidazol o
tinidazol y amoxicilina durante una semana, lo que corresponde con los lineamientos
establecidos (Malfertheiner et al., 2012). La terapia de primera linea es la combinacion
de un IBP como omeprazol o lansoprazol o antagonistas de los receptores tipo 2 de la
histamina como ranitidina-citrato bismuto (RBC) y claritromicina mas amoxicilina o
metronidazol, dos veces al dia. La segunda linea de tratamiento es una terapia
cuédruple con IBP o RBC dos veces al dia, bismuto y tetraciclina cuatro veces al dia y
metronidazol tres veces al dia. Ambas terapias deben seguirse por un minimo de siete
dias (Otero Regino, Trespalacios, et al., 2009). La supresion acida por antagonistas de
los receptores tipo 2 de la histamina o inhibidores de la bomba de protones, ayudan en
el alivio de los sintomas asociados a la ulcera (dolor abdominal, nduseas, etc.), ayudan
a contrarrestar la inflamacion de la mucosa y pueden aumentar la eficacia de los
antibioticos frente a H. pylori en la superficie de la mucosa gastrica (Horn, 2000). En la

tabla 1 se describen las opciones terapéuticas para la erradicacion de H. pylori.
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Tabla 1. Opciones terapéuticas para la erradicacion de H. pylori

Terapia triple clasica: 7 a 10 dias

Subsalicilato de bismuto, tetraciclina 500 mg (3v/dia), metronidazol 500 mg (3v/dia)
Terapia triple estandar: 7 a 10 dias

IBP dos veces al dia, amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg (2v/dia) o
metronidazol 500 mg (3v/dia)

Eficacia actual (en donde se le ha estudiado): 57 a 73% (7 dias), 67 a 79% (10 dias)
Inconvenientes: no utilizarla en areas con resistencia a claritromicina >20% y/o
metronidazol >40%

Terapia cuadruple: 7-10 dias

IBP dos veces al dia + terapia triple clasica

Eficacia: 7-10 dias: 74%

Inconvenientes: multiples tabletas, menor adherencia

Terapia cuadruple en una sola capsula: 10 dias

Una cépsula con bismuto biscalcitrato+metronidazol+tetraciclina mas IBP dos veces al dia
Eficacia: USA 87% Europa 93%

Inconvenientes: no estd comercializada

Terapia secuencial: 10 dias.

IBP dos veces al dia 10 dias Amoxicilina 1g (2v/dia) primeros cinco dias Claritromicina
500 mg (2v/dia) + tinidazol 500 mg (2V/dia): ultimos cinco dias

Eficacia: 80-93%

Inconvenientes: resistencia dual (claritromicina/metronidazol)

Terapias concomitantes (terapias cuadruples sin bismuto): 7 a 14 dias

IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), claritromicina 500 mg (2v/dia) y tinidazol 500 mg
(2v/dia) o metronidazol 500 mg (2v/dia)

Eficacia: 91,7%

Triples terapias con levofl oxacina: 7 a 10 dias

IBP (2v/dia), amoxicilina 1g (2v/dia), levofl oxacina 500 mg (1 a 2v/dia) o 250 mg (2v/dia)
Eficacia:

Primera linea 84 a 96%, promedio 90%

Segunda linea: 60% a 94%, promedio 80%

Tercera linea: 60% a 70%

Alérgicos a penicilina

Levofl oxacina 500 mg dos veces al dia 7 dias

Claritromicina 500 mg dos veces al dia 7 dias

IBP dos veces al dia 7 dias

Eficacia: 87%

Claritromicina 500 mg dos veces al dia

Metronidazol 500 mg tres veces al dia

IBP dos veces al dia

Inconvenientes: alta resistencias a claritromicina y metronidazol.

Fuente: Otero et al., 2010 (Otero Regino, Trespalacios, et al., 2009)
3.3Mecanismos de Resistencia

Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas cuentan con varios mecanismos
de resistencia y que la seleccion de estos mecanismos puede llevar a falla terapéutica,

se hace importante conocer los mecanismos mas relevantes, estos mecanismos son:

Modificacion enzimatica del antibiotico: Las bacterias, expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibiético haciendo que éste pierda su funcionalidad:
Las B-lactamasas son las méas prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo

[3-lactamico que poseen los antibidticos de esta familia.
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Bombas de salida: Las bacterias, operan tomando el antibiético del espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de

accion. Este mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas.

Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: Las bacterias pueden
generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve
alterada, principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son proteinas que
regulan la entrada de los antibioticos, cambios en su conformacion pueden llevar a que

la membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico.

Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el
antibiético se une a la bacteria para interrumpir una funciéon vital de ésta. Este
mecanismo es principalmente utilizado por las bacterias Gram positivas, las cuales
generan cambios estructurales en los sitios de accion de los antibidticos B-lactamicos a

nivel de las proteinas unidoras de penicilinas (Tafur, Torres, & Villegas, 2008).

Es bien conocido, que son pocos los antibidticos que pueden ser utilizados para la
erradicacion de H. pylori, puesto que no tienen la capacidad de llegar a niveles
apropiados en la capa de la mucosa gastrica, inactivando el pH a pH bajo, ademas del
crecimiento lento de esta bacteria. Antibidticos como metronidazol, claritromicina y
amoxicilina han sido ampliamente usados para el tratamiento de esta bacteria, pero es
claro que han sido un obstaculo para su erradicacion por la resistencia que se presenta
en consecuencia de los mecanismos moleculares de resistencia a estos antibiéticos por
mutaciones puntales localizadas en el cromosoma (Tabla 2) (M. M. Gerrits, van Vliet,
Kuipers, & Kusters, 2006).
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Tabla 2. Modo de accién y mecanismos de resistencia de la resistencia de los antimicrobianos

utilizados para el tratamiento de la infeccidn por H. pylori

Compuesto antimicrobiano

Modo de acciéon

Mecanismo de resistencia

Metronidazol (MTZ)

Reduccién del Mtz por nitroreductasas que
posee la bacteria para dar lugar a la
formacion de radicales nitro e
intermediarios del Mtz, causando dafios
estructurales en el ADN de la bacteria.

La ausencia de la reduccion del Mtz
por mutaciones en genes rdxA, fdxA
principalmente que codifican dichas
nitrorreductasas.

Claritromicina (CLA)

Union a la subunidad ribosomal rRNA 23s,
inhibiendo la sintesis proteica.

Mutaciones puntuales en la subunidad
23s.

Amoxicilina (AMX)

Unién a las proteinas de union a las
penicilina (PBPs), y por tanto, interfiere
con la sintesis de la pared -celular
bacteriana.

Disminucion de la uniéon de la Amx a
PBPD (tolerancia), PBP1A (resistencia
causada por la mutacién puntual en el
gen pbplA) y la reduccion de la

permeabilidad de la membrana
(resistencia).

Resistencia a Metronidazol: El Metronidazol es uno de los antibidticos mas utilizados
en los esquemas de primera linea para el tratamiento de la erradicacion de H. pylori
(Miftahussurur & Yamaoka, 2015). Sin embargo, la incidencia mundial de resistencia a
este antibidtico es de 17% en Europa y 44.1% en Estados Unidos (Papastergiou,
Georgopoulos, & Karatapanis, 2014). Para América Latina, las prevalencias reportadas
en treinta y cuadro estudios fueron de 30% en Argentina, 54% en Brasil, 31% en Chile,
42% en Costa Rica, 60% en México, 66% en Peru, 59% en Venezuela, la resistencia
mas alta se registré en Colombia con un 83% (Camargo et al., 2014). Esta resistencia se
debe a la utilizacion indiscriminada de los nitroimidazoles para tratar enfermedades
infecciosas como infecciones parasitarias y trastornos ginecolégicos en poblaciones
como la nuestra, con una alta tasa de prevalencia de la infeccién por H. pylori (Gomez,
Otero, & Gutiérrez, 2007).

El principal mecanismo de resistencia de H. pylori al Mtz se relaciona con la perdida de
la actividad enzimatica necesaria para que el Mtz intracelularmente pueda servir como
agente antimicrobiano. El Mtz es activado, por la accion de las nitroreductasa que lo
reduce generando intermedios nitrosos y el metabolito activo la hidroxilamina (radical
libre) que dafia el DNA provocando, ruptura, desestabilizacién, desenrollamiento de la
doble hélice y muerte celular, el medicamento tiene un potencial rédox bajo y es efectivo
en organismos con este mismo estado rédox, como bacterias anaerobias, protozoarios,

Trichomonas vaginalis y también microaerofilicos como H. pylori que crecen mejor a
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tensiones bajas de oxigeno, este potencial rédox tan bajo hace Mtz un eficiente aceptor

de electrones (Martinez, Henao, & Lizarazo, 2014).

T
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DNA
damage
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Figura 9. Mecanismo propuesto de resistencia a Metronidazol

Fuente: Gerrits, et al., 2004 (M. Gerrits, 2004)

Los nitroimidazoles, son pro-farmacos que necesitan ser activados intracelularmente
para ser efectivas, siendo estas muy estables a pH bajo (M. M. Gerrits et al., 2006).
Después de entrar en las células por difusion pasiva, los nitroimidazoles son
metabolizados por un paso de reduccién en el que la droga es el aceptor de electrones
(M. M. Gerrits et al.,, 2004). Para esta reduccibn H. pylori posee diversas
nitrorreductasas, sugiriendo la mas importante una nitroreductasa NAD(P)H insensible al
oxigeno que es codificada por el gen rdxA, esta nitroreductasa, le garantiza a la bacteria
un poder reductor, el cual es capaz de reducir el metronidazol y activarlo, pues el
antibiotico en su forma oxidada es inactivo y por tanto, no puede ejercer su efecto
bactericida (Wu, Yang, & Sun, 2012) (Tu et al., 2014). Esta enzima reduce el
metronidazol a metabolitos activos (hidroxilamina) mutagénicos que son toxicos para la
bacteria; estos nitrosoderivados toxicos no pueden ser reoxidados por el oxigeno
molecular, producindo dafio en el DNA y ocasionando la muerte de la bacteria (Reyes-
Zamora et al., 2011a). Por su parte, el gen frxA, gque tiene un menor efecto sobre la
resistencia del microorganismo al metronidazol, codifica para una flavinoxidoreductasa
gue presenta un mecanismo de interaccion con el antibiético muy similar al de la

nitroreductasa RDXA (Zamora, Power, Dominguez, Diaz, & Gonzalez, 2010).
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Existen diferentes tipos de mutaciones que afectan la actividad de los genes rdxA y frxA
y son:

1. Las que conducen a codones de parada que incorporan bases erroneas,
determinando el fin de la sintesis de la proteina ya que se produce una proteina
mas corta y no funcional. Estas pueden ser sustituciones, inserciones o
deleciones de nucledtidos.

2. Mutaciones puntuales que cambian la estructura tridimensional de ambas
reductasas y dificultan o imposibilitan la unién del metronidazol al sitio activo de
dichas enzima

3. Secuencias repetidas de adenina y timina (poli A y poli T) en el gen rdxA
vinculadas con la aparicion de resistencia, estas regiones son propensas a
inserciones o deleciones de adenina o timina, respectivamente, ocasionando
como resultado final una nitroreductasa no funcional, incapaz de activar el Mtz y

por ende, no ocurre la destruccion de la bacteria (Reyes-Zamora et al., 2011a).

Resistencia a Claritromicina: La claritromicina fue reconocida como el antibiotico con
el mayor poder bacteriostatico contra H. pylori, comparada contra las otras moléculas
disponibles (Graham & Fischbach, 2010). Desafortunadamente, la resistencia primaria a
este antibiotico se esta incrementando en todo el mundo y esta contemplada como el
principal factor de una reducida eficacia en la erradicacion de H. pylori (Llano et al.,
2013). La frecuencia de esta resistencia varia de un pais a otro y esté relacionada con el
uso previo del antibiético en infecciones respiratorias (J. P. Gisbert & Calvet, 2011). La
prevalencia promedio de la resistencia en Europa es de 11,1%, con diferencias entre los
paises, pues es alta en Espafa 49,2% y baja en Holanda 0,8%; en Asia, la prevalencia
promedio alcanza 18,9%, siendo muy alta en Japén 40,7% y baja en Malasia 2,1 %; en
América, el valor promedio de la prevalencia es de 29,3%, con prevalencias altas en
paises suramericanos y una prevalencia menor en Norteamérica (De Francesco et al.,
2010). Para América Latina, las prevalencias reportadas en treinta y cinco estudios
fueron de 14% en Argentina, 11% en Brasil, 9% en Chile, 6% en Costa Rica, 13% en
México, 8% en Venezuela, la resistencia mas alta se registr6 en Colombia con un 18%
(Camargo et al., 2014).
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La Cla es un antibiético bacteriostatico que pertenece al grupo de los macrdlidos, es el
mas utilizado por su mayor estabilidad en medio acido. Penetra la membrana externa y
pared celular de los microorganismos susceptibles y se une en forma reversible a la
subunidad 50S del ribosoma 70S, inhibiendo la translocacion del aminoacil tRNA y por
ende la sintesis de polipéptidos bacterianos (R. B. Suzuki, Lopes, da Camara Lopes, Ho,
& Speranca, 2013). Su mecanismo de accidn consiste en inhibir la sintesis de proteinas
al unirse directamente al RNA ribosomal (rRNA) 23S obtenidos en muchos analisis
genéticos que demuestran la aparicién de diversas mutaciones puntuales en el dominio
V de este gen, especificamente en la regién que afecta la actividad peptidiltransferasa
(F. Megraud, 2013)
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Figura 10. Mecanismo propuesto de resistencia a Claritromicina

Fuente: Gerrits, et al., 2004 (M. Gerrits, 2004)

La resistencia a Cla en H. pylories el resultado de mutaciones puntuales que se
presentan en el gen del RNAr 23S (Fontana et al., 2002). En H. pylori se han encontrado
diferentes mutaciones puntuales (A2115G, G2141A, A2142G, A2142C, A2142T,
A2143G, A2143C, A2143T y T2717C) en la horquilla del dominio V del RNAr 23S
asociadas con la resistencia a Cla (R. B. Suzuki et al., 2013). Como consecuencia de
estas mutaciones se produce una modificacion en la estructura del ribosoma que afecta

la unién permanente del antibiético y, por tanto, no se afecta la sintesis de proteinas.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

4.1Tipo de estudio

Este es un estudio de tipo descriptivo, serie de casos de corte transversal, disefiado con
el objetivo de caracterizar los perfiles moleculares de los genes de resistencia
antimicrobiana rdxA y 23 RNAr y su relacién con genotipos de virulencia en pacientes
con dispepsia, infectados con H. pylori, dentro del proyecto titulado: “Mutacion en los
genes de resistencia antimicrobiana en H. pylori y su relacion con la virulencia”,

financiado por Colciencias, con codigo: 110351929123

4.2Poblacion de estudio

El estudio evalu6 453 pacientes que asistieron a tres centros de salud de referencia de
gastroenterologia de la ciudad de Popayan: Hospital Universitario San José, Hospital
Susana Lopez de Valencia y ENDOVIDEO 2000, en el periodo comprendido entre
agosto de 2011 a febrero de 2015 y que fueron referidos a endoscopia por presentar

sintomas de dispepsia o0 sintomas de reflujo gastroesofagico.

4.3Definicion de casos

Se defini6 como caso aquel paciente con sintomas dispépticos, con infeccién por H.
pylori confirmado por pruebas moleculares.

Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 afos, sin discriminacion de sexo o etnia, con sintomas de
dispepsia o reflujo gastroesofagico, que no hubieran recibido tratamientos previos de
erradicacion de H. pylori como tampoco sales de bismuto durante el Ultimo afio y con

aprobacion voluntaria del consentimiento informado.

56



Criterios de exclusioén

Pacientes con tratamiento previo contra H. pylori en menos de un afo, infeccion con
VIH, cirugia gastrica previa o quienes no desearon participar voluntariamente en el

estudio o aquellos a los que su estado de salud no se lo permitio.

4 .4Recoleccion de lainformacioén

Los pacientes fueron motivados a participar en el estudio a través de una corta
conversacion con el investigador, una vez aprobada su participacion, se diligencio el
consentimiento informado de cada persona a incluir en el estudio, para ello se realizé un
consentimiento informado que cumple con todos los requerimientos éticos (Anexo 1).
Adicionalmente, el estudio al ser parte del proyecto “Mutacion en los genes de
resistencia antimicrobiana en H. pylori y su relacién con la virulencia”, financiado por
Colciencias, fue previamente evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la
Universidad del Cauca, adoptando los principios bioéticos establecidos en la declaracion
de Helsinki (de Helsinki, 2004). Para motivar la participacion de las personas en la
investigaciéon, se realizd una corta introduccién con el fin de presentar los objetivos,
beneficios, posibles riesgos y resultados esperados del proyecto. Posteriormente, el
investigador procedio a leer el consentimiento informado a cada participante y obtener la
firma de las personas que decidieron participar voluntariamente (Anexo 1).
Adicionalmente, se realiz0 una encuesta con la finalidad de obtener datos

sociodemograficos, estilo de vida, dieta y estado de salud entre otras (Anexo 2).
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4.5 Tomay almacenamiento de muestras

El procedimiento de endoscopia digestiva superior lo realizo, un médico especialista en
gastroenterologia, con acompafamiento del auxiliar de enfermeria. En cada paciente se
colectaron biopsias correspondientes a cinco localizaciones intragastricas (antro
curvatura mayor, antro curvatura menor, incisura angularis, cuerpo curvatura mayor y
cuerpo curvatura menor) (Figura 11), de acuerdo al sistema Sidney, protocolo
internacional previamente publicado (de Vries et al., 2009). Cada una de las biopsias fue
registrada y codificada de manera consecutiva asignando un numero Unico a cada
paciente. Las se transportaron en el medio de transporte caldo brucella BBL (BD) mas
glicerol al 20% (Sigma) al laboratorio, donde fueron conservadas a una temperatura

entre 2-8°C hasta su procesamiento.

Figura 11. Localizacion topografica de biopsias géstricas

A) Cuerpo curvatura mayor, B) Cuerpo curvatura menor, C) Incisura angularis, D) Antro curvatura menor y
E) Antro curvatura mayor.
Fuente: de Vries et al, (de Vries et al., 2009).

4 6Extraccion de ADN

El ADN fue extraido desde las muestras frescas de biopsia utilizando el kit Wizard
Genomic DNA purification kit (Promega, Madison, WI, USA) y proteinasa K (Boehringer
Mannheim), Segun protocolo establecido en la literatura (Yamasaki et al., 2006). Este
protocolo fue modificado en el laboratorio de Genética Humana Aplicada de la

Universidad del Cauca, posteriormente el ADN fue re suspendido en 100ul de Buffer TE
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y se almaceno a -30°C hasta su uso. Se determiné la calidad de ADN extraido por
medio de la pureza, usando como indicador la relacion de absorbancias a longitudes de
onda de 260nm y 280nm (ratio A260/A280) y se cuantifico usando la misma relacién
con un espectrofotometro Thermo Scientific Nanodrop 200™. EI ADN extraido de las
muestra fue utilizado para la genotipificacion de H. pylori y la determinacion de

mutaciones de genes de resistencia.

4.7Andlisis de Virulencia:

Se amplificaron por PCR los genes vacA y cagA en el DNA de las biopsias de la

siguiente manera:

El ADN bacteriano se amplifico a través de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
multiplex, en un termociclador BIO-RAD Peltier Thermal Cycler (PTC-100) para lo cual
se preparé una mezcla de 12 ul de pre-PCR y se programaron las condiciones del
amplificado (desnaturalizacion, union y extension) segun los genes de interés de H.
pylori: cagA y vacA, siguiendo el protocolo previamente descrito en la literatura
internacional (Henegariu, Heerema, Dlouhy, Vance, & Vogt, 1997). Los cebadores

empleados en el estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Cebadores empleados para la amplificacién de genes de virulencia

Gen Secuencia Forward/Reverse Tamafio(pb)
GTTGATAACGCTGTCGCTTC
CagA GGGTTGTATGATATTTTCCATAA 360
vacA s ATGGAAATACAACAAACACAC $1:259
CTGCTTGAATGCGCCAAAC
S,:286
vacA m CAATCTGTCCAATCAAGCGAG m;:567
CGCTCAAAATAATTCCAAGG
m:642

La PCR se realiz6 en un volumen de 12 ul que contenia 2 ul del ADN extraido, 2ul del

mix de los primers de interés a una concentracion [2mM], 6 pL de mixQ a una
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concentracion de 6X (segun inserto del Kit comercial Quiagen) y 2 pl de agua H20q. Los
ciclos de la PCR fueron: 95°C por 15 min, seguido de 10 ciclos de 94°C por 30 seg,
57°C por 1,5 min 'y 70°C por 1 min, seguido de 20 ciclos, de 94°C por 30 seg, 56°C por
1,5 miny 72°C por 1 min y un paso final de 15°C hasta retirar las muestras. El proceso
de revelado se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con 5 pl
SYRB Safe®, corrido a 70 voltios por 70 min, en una camara de electroforesis
horizontal, empleando un marcador de peso molecular de 100 lanes de hyperlader Il de
Bioline. Para el analisis molecular del gen se tom6 como control negativo la solucion de
mix y como control positivo el ADN de la bacteria de la cepa de H. pylori NCTC11637
(cagA*/lvacAs1lmil) y el aislado clinico 3062 (cagA/vacAs2m?2), estos controles fueron
donados por la Dra. Maria Mercedes Bravo del Instituto Nacional de Cancerologia,
Bogota-Colombia, Posteriormente se visualizaron mediante transiluminador Uvidoc
(Sigma, Saint Louis, USA), la visualizacién de una banda de 360 pb se consideré como
positiva para la presencia del gen cagA en ausencia de esta banda se reportdé un
genotipo cagA-. Para el analisis molecular de los alelos del gen vacA se tuvo en cuenta
la presencia de una banda de 259 y 286 pb para sl y s2, respectivamente, en tanto la
identificacién de los alelos m1 y m2 de este mismo gen, se determind mediante la

presencia de una banda de 567 y 642 pb respectivamente.

4.8 Andlisis de resistencia genotipica
4.8.1 Resistencia a Metronidazol

La resistencia a metronidazol ha mostrado estar fuertemente asociada con mutaciones
en el gen rdxA. Para la amplificacion de este gen se obtuvieron productos de PCR de
851 pb, a partir de DNA obtenido de biopsias gastricas utilizando los cebadores
descritos por Kim, et al., (S. Y. Kim et al.,, 2009), con las siguientes secuencias:
F5'AATTTGAGCATGGGGCAG; 3'R5GAAACGCTTGAAAACACCCCT-3.. La
amplificacion fue estandarizada en el laboratorio utilizando sistemas de alta fidelidad. La
amplificacion del DNA se verifico en geles de agarosa al 2% revelado en solucién de
SYRB Safe®. Los productos de PCR fuerén secuenciados y analizados para determinar

la presencia de mutaciones relacionadas con resistencia a metronidazol.
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Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en Macrogen Inc. Korea
Company. Las secuencias se analizaron usando la herramienta BLASTx (Basic Local
Alignment Search Tool - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para comparar las secuencias de
nucleétidos de los productos de PCR de la region amplificada con la secuencia
reportada en el GenBank HP26695, la numeracion de la posicion de los nucledtidos
siguié el sistema propuesto por Bereswill S, et al. (Bereswill, Krainick, Stahler,
Herrmann, & Kist, 2003). Se realiz6 andlisis de los resultados para determinar los
cambios presentes en comparacion con la cepa de referencia 26695. Las posiciones de
aminoéacidos de la proteina RdxA se baso en la cepa de referencia 26695 (Tomb et al.,
1997); esta cepa es susceptible a Mtz como se determind previamente (Jeong et al.,
2000).

4.8.2 Resistencia a Claritromicina

La resistencia a la claritromicina ocurre por la aparicion de diversas mutaciones
puntuales en el gen que codifica el rRNA 23S. Se amplifico un fragmento de 425 pb del
gen que codifica para la peptidiltransferasa en la regién del gen rRNA 23S (Numero de
acceso U27270). Se utilizaron los primer descritos por (S. Y. Kim et al., 2009). F 5'-
CCACAGCGATGTGGTCTCAG-3' (complementaria a la regiéon 2191 a 2210) R1 5'-
CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-3' (complementaria a las posiciones 2596 a 2615). La
amplificacion del DNA se verificd en geles de agarosa al 2%, tefiidos en SYRB Safe®.
Las condiciones de PCR fueron descritas por Acosta, et al.,, (Acosta, Hurtado, &

Trespalacios, 2013).

4 9Anélisis estadistico

Los datos de las variable sociodemogréficas se ingresaron en una base de datos en
SPSS version 19. Las variables cualitativas fueron descritas en frecuencias y
porcentajes y para las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central.

Se realizaran andlisis descriptivos, a través de pruebas no paramétricas de significancia
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estadistica (Chi Cuadrado X2). Un nivel de probabilidad de p < 0,05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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CAPITULO V. RESULTADOS
5.1Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion

Durante el periodo de estudio, ingresaron un total de 453 pacientes previo cumplimiento
de los criterios de inclusion. La Tabla 4 presenta un resumen de las caracteristicas
sociodemograficas mas relevantes de la poblacion de estudio. Los pacientes estuvieron
en un rango de edad entre los 18 a 88 afios, con un promedio 49,75 + 14,08 afios. Se
observé predominio de la infeccion por H. pylori en la poblacion de sexo femenino
285/453 (62,9%). La etnia se caracteriz0 cualitativamente, siendo la mestiza la mas
frecuente 432/453 (95,4%). En cuanto al nivel educativo 251/453 (55,4%) pacientes
reportaron un bajo nivel de escolaridad, representado en béasica primaria o ausencia de
escolaridad. De la ocupacion podemos decir que en su mayoria fueron amas de casa y
agricultores 55,4 y 32,2 % respectivamente, debido probablemente a que estas
ocupaciones estan fuertemente ligadas al género. Los datos muestran que casi la
totalidad de las personas infectadas con H. pylori reportan ingresos menores a un
salario minimo 346/453 (57,4%), siendo el mayor porcentaje de individuos procedentes
del &rea urbana 267/453 (58,9%).
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Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién estudio captada

Frecuencia %
Total 453 100
Edad (afios)
Media + DE 49,75 + 14,08
<40 108 23,8
40-60 246 38,2
>60 99 21,9
Género
Masculino 168 37,1
Femenino 285 62,9
Etnia
Mestiza 432 95,4
No mestiza 21 4,6
Nivel Educativo
Bajo 251 55,4
Medio 146 32,2
Alto 56 12,4
Ocupacion
Ama de casa 165 36,4
Agricultor 83 18,3
Otras 205 45,3
Lugar de procedencia
Urbano 267 58,9
Rural 186 41,1
Ingresos Mensuales
<1 SMLV 346 57,4

=21 SMLV 107 23,6




5.2Condiciones de saneamiento e higiene ambiental

El analisis de las condiciones sanitarias y de higiene de la poblacion de estudio se
presenta en la Tabla 5. Los resultados muestran que el 18,3% de la poblacién convive
con alguna persona infectada con la bateria. En cuanto a la fuente de agua, el 83,4% de
la poblacion toma agua de acueducto, sin embargo el 4,6 y 11,9% consumen agua de
fuentes como pozo/aljibes y rios/manantiales respectivamente. Del agua de consumo
podemos decir que el 48,8% de la poblacion hierve el agua, sin embargo el 44,2% no
realiza tratamiento previo antes de su consumo. Para la disposicion de excretas, el

91,8% de la poblacion de estudio utiliza baterias sanitarias.

Tabla 5. Condiciones de saneamiento e higiene ambiental y personal

Frecuencia %
Total 453 100
Convive con personas
infectadas por H. pylori
No 304 67,1
Si 83 18,3
No Sabe 66 14,6
Fuente de Agua
Acueducto 378 83,4
Pozo/aljibe 21 4,6
Rio/manantial 54 11,9
Tratamiento de agua
Ninguno 200 44,2
Hervido 221 48,8
Otros 32 7
Excretas
Sanitario 416 91,8
Letrina/campo Abierto 37 8,2
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5.3 Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

La caracterizacion clinica de la poblacibn se muestra en la Tabla 6. Los resultados
muestran que los sintomas mas frecuentes en los pacientes con infeccion por H. pylori
fueron: ardor 69,1%, dolor 62%, llenura 59,2% y regurgitacion 52,3%, la frecuencia de

los otros sintomas fue < al 33,8%.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

Frecuencia %
Total 453 100
Ardor
No 140 30,9
Si 313 69,1
Dolor
No 172 38,0
Si 281 62,0
Llenura
No 185 40,8
Si 268 59,2
Vémito
No 300 66,2
Si 153 33,8
Pérdida de peso
No 327 72,2
Si 126 27,8
Anorexia
No 402 88,7
Si 51 11,3
Disfagia
No 398 87,9
Si 55 12,1
Regurgitacion
No 216 47,7
Si 237 52,3
Anemia
No 422 93,2
Si 31 6,8

66



5.4Prevalencia de la infeccién en enfermedades gastricas

La Tabla 7. Presenta la prevalencia de la infeccion de H. pylori en las diferentes
patologias gastricas. La mayor frecuencia de la infeccion por H. pylori se presento en la
GCNA 40,8%, seguida por Ml 37,1%, GCA 13,5%, DG 2,9% y CG 5,7%. El diagndstico

de las lesiones se realiz6 a través de pruebas histologicas.

Tabla 7. Prevalencia de la infeccién en enfermedades gastricas

Frecuencia %

Total 453 100
Patologias gastricas

GCNA 185 40,8
GCA 61 13,5
Mi 168 37,1
DG 13 29
CG 26 5,7

GCNA: Gastritis cronica no atréfica
GCA: Gastritis cronica atréfica

MI: Metaplasia intestinal

DG: displasia gastrica

CG: Cancer gastrico
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5.5Caracterizacion de los genes de virulencia cagA y vacA

La identificacion de los genotipos de virulencia, se realizé6 mediante la técnica de PCR
multiple a partir del ADN obtenido de las muestras de biopsia con enfermedades
gastricas, estos se relacionan en la Tabla 8. El gen cagA negativo se encontré en
261/453 (57,6%), mientras que en 192/453 (42,4%) resultd positivo. Las muestras
fueron positivas para al menos uno de los alelos (regién s 0 m), se encontraron dos
combinaciones sencillas, s1/ml, s2/m2, siendo la combinacion s1/ml la mas frecuente
359/453 (79,2%), seguida de s2/m2 44/453 (9,7%). Adicionalmente, se observaron
combinaciones multiples como s1s2/m1mz2 (4.6%), lo cual indica que 29/453 pacientes,
presentaron infeccion con multiples cepas de H. pylori. La distribucién de los genotipos
de H. pylori se muestra en la Tabla 9. Los resultados muestran que los genotipos mas
frecuentes fueron: cagA’/vacAslmil 191/453 (42,2%) y cagA'/ vacAslml 168/453
(37,1%). La presencia de los alelos vacA sl y s2 fue visualizada mediante una banda de
259 y 286 pb respectivamente en tanto la presencia de los alelos ml1l y m2 fue
visualizada mediante una banda de 567 y 642 pb respetivamente, tal como se observa
en la Figura 12. En la tabla 10. Se muestra la distribucion de la frecuencia de los
genotipos cagA y vacA en las enfemedades gastricas, las diferencias entre los grupos

no fueron significativas (p= 0,115).

Tabla 8. Frecuencia de los genes de virulencia cagA y vacA

Gen Alelo Frecuencia %
cagA CagA- 261 57,6
CagA+ 192 424
vacA
Region s/im
sl/ml 359 79,2
s2/m2 44 9,7
s1s2/m1m2 21 4,6
Otros 29 6.3
Total 453 100
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vacA m2

vacA m1

vacA s2
cagA (+)

vacA s1

Figura 12 Electroforesis de la amplificacién de los genes cagA y vacA

Linea M: Marcador molecular 100 pb, linea 1. Controles positivos, cepas de referencia NCTC11637 y
3062, linea 2-8 muestras de ADN, linea 9 control negativo

Tabla 9. Distribucion de la frecuencia de los genotipos cagA y vacA

Genotipos Frecuencia %
Total 453 100
cagA’/ vacAsim1l 168 37,1
cagA‘lvacA s1s2mim2 11 2,4
cagA’/vacA siml 191 42,2
cagA’/vacA s2m2 43 9,5
cagA’/vacA s1s2mimz2 10 2,2
Otros 30 6,6

Tabla 10 Distribucion de la frecuencia de los genotipos cagA y vacA en las enfemedades gastricas

GCNA GCA Ml DG CG Total 0
CagA-Vac slml 74 (40) 22 (36) 73 (43) 7 (54) 15(58) 191 (42)
CagA+/Vac siml 58 (31) 21 (34) 77 (46) 5 (38) 8(31)  169(37) 0,115
Otros 53 (29) 18 (30) 18 (11) 1(8) 3(12) 93 (21)

Total 185 (41)  61(13)  168(37) 13 (3) 26 (6) 453

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.
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5.6Frecuencias de las mutaciones resistencia rdxA y 23 RNAr

La frecuencia de mutaciones en el gen 23S RNAr se muestran en la tabla 11. El analisis
de la secuencia del fragmento de 425 pb del gen 23 RNAr obtenido de las muestras de
pacientes con infecciébn de H. pylori mostro que el 8,3% (30/363) de estas poseian
mutaciones relacionadas con resistencia de H. pylori a la claritromicina, en tanto que
91,7 % (333/363) de las muestras no presentd ninguna de estas mutaciones
relacionadas con la resistencia de H. pyloria la claritromicina. La distribucion de
mutaciones puntuales se presenta en la tabla 12. Los resultados de este estudio
muestran que la mutacion, mas frecuente fue A2143G, 20/30 (66,7%), seguida de
A2142G, 8/30 (26,7%), en baja frecuencia se encontr6 A2143T, 1/30 (3,3%).
Adicionalmente se encontré doble mutacion A2142G/A2143G, 1/30 (3,3%).

En la tabla 13 se muestra la frecuencia de resistencia a Mtz en la poblacién de estudio
78,2%. Para obtener el céalculo esta de frecuencia se tuvieron en cuenta las mutaciones
puntuales reportadas por la literatura: R90K, H97T, S108A, A118T, R131K, E133K. Por
otra parte, los cambios encontrados en la proteina RdxA, muestra que el 99% (423/426)
de las muestras analizadas presentan cambios en al menos un aminoacido en
comparacion con la cepa de referencia 26695. En la tabla 14 se muestra la frecuencia
de mutaciones puntuales de aminoacidos en la nitroreductasa RdxA de H. pylori. Se
muestran mutaciones reportadas por la literatura relacionadas con resistencia a Mtz.
Para este estudio las frecuencia de las mutaciones puntuales relacionadas con
resistencia a este antibiotico fueron: La mas frecuente fue R131K, 227/426 (53,3%)
seguido por R90K, 226/426 (53,1%); en A118T, 79/426 (18,5%); HI7T 47/426 (11,0%);
S108A, 15/426 (3,5%); E133K, 12/426 (2,8%); entre otras que se encuentran descritas
en tabla en mencion. En este estudio, también se encontraron mutaciones puntuales
gue no han sido reportadas en aislamientos resistentes como: D59N, 353/426 (82,9%);
G98S, 74/426 (17,4%); HI7Y, 42/426 (9,9%); 1160F, 48/426 (1,31%); 1160L, 38/426
(9,8%); M56I, 33/426 (7,7%); C159S, 33/426 (7,7%); A118S, 11/426 (2,6%); 1160K,
11/426 (2,6%); entre otras que se encuentran descritas en tabla en mencion. En la tabla
15 se muestra la frecuencia de mutaciones de aminoacidos en la nitroreductasa RdxA

de H. pylori relacionadas con codones de terminacion. Las mutaciones con mayor
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frecuencia fueron: C159*, 34/426 (8,0%); 1160*, 26/426 (6,1%); Q50*, 11/426 (2,6%);
E75*, 6/426 (1,4%); entre otras que se encuentran descritas en tabla en mencion.

Por otra parte en este estudio se encontraron mutaciones que no han sido reportadas en
la literatura: C159A, (19%); C159V, (24%); 1161C, (10%); 1161F, (71%); 1161L, (51%);
1161M, (11%); 1161V, (16%); 1161W, (13%), H69D, (14%); Y71F, (12%); S158I, (11%);
166N, (22%); S45R (19%); Q65T, (20%); V123T, (12%).

La presencia de los genes RdxA y 23S rRNA fue visualizada mediante una banda de
460 y 425 pb respectivamente tal como se observa en las Figuras 13 y 14

respectivamente.

M. 1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9. 10.

Figura 13 Electroforesis de la amplificacion del gen Gen RdxA

Linea M: Marcador molecular 460 pb, linea 1. Controles positivos, linea 2. Control negativo, linea 3. H,0,
linea 4-10 muestras de ADN

Figura 14 Electroforesis de la amplificacion del gen Gen 23S rRNA

Linea M: Marcador molecular 425 pb, linea 1. Controles positivos, linea 2. Control negativo, linea 3. H,O,
linea 4-10 muestras de ADN
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Tabla 11. Frecuencia de mutaciones en el gen 23S RNAr

Frecuencia %
Total 363 100
Presencia mutacion 30 8,3
A2142G 8 2,2
A2143G 20 55
A2142G/ A2143G 1 0,3
A2143T 1 0,3
Ausencia mutacion 333 91,7

Tabla 12. Distribucion de mutaciones puntuales en el gen 23S RNAr

Frecuencia %
Total 30 100
Presencia mutacién
A2142G 8 26,7
A2143G 20 66,7
A2142G/ A2143G 1 3,3
A2143T 1 3,3

Tabla 13. Frecuencia de resistencia a Metronidazol en la poblacién de estudio

Frecuencia %
Total 426 100
Resistente 323 75,8

Sensible 103 2




Tabla 14. Frecuencia de mutaciones puntuales de aminoacidos en la nitroreductasa RdxA de H.
pylori

Tipo de mutacion Frecuencia %

Total n=426 100

T31E 2 0,5%
A37V 1 0,2%
A40P 1 0,2%
S43A 1 0,2%
S43L 3 0,7%
Q50R 1 0,2%
H53R 13 3,1%
F54L 3 0,7%
M561 33 7,7%
V57F 1 0,2%
T58A 1 0,2%
D59N 353 82,9%
162F 21 4,9%
162V 16 3,8%
K64N 7 1,6%
AB7V 2 0,5%
AB8V 13 3,1%
Y71S 10 2,3%
E75K 4 0,9%
A80T 4 0,9%
A82G 20 4,7%
M84l 1 0,2%
c87Y 1 0,2%
S88P 27 6,3%
R90Ka 226 53,1%
H97Ta 47 11,0%
HI7Y 42 9,9%
G98S 74 17,4%
P106S 5 1,2%
S108Aa 15 3,5%
V111A 20 4,7%
P115L 2 0,5%
A118S 11 2,6%
Al18Ta 79 18,5%
G122S 2 0,5%
R131Ka 227 53,3%
E133Ka 12 2,8%
Cc140v 1 0,2%
C159s 33 7,7%
1160F 48 11,3%
1160K 11 2,6%
1160L 38 8,9%
G170S 1 0,2%
K179R 1 0,2%

a. R90K, H97T, S108A, A118T, R131K, E133K cambios asociados a resistencia segun la literatura (Martinez et al., 2014) (Mirzaei,
Poursina, Moghim, Rahimi, & Safaei, 2014)
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Tabla 15. Frecuencia de mutaciones de aminoacidos en la nitroreductasa RdxA de H. pylori
relacionados con codones de terminacion

Tipo de mutacién Frecuencia %

Total n=426 100
YAT* 3 0,7%
Q50* 11 2,6%
D59* 1 0,2%
162* 2 0,5%
Q65* 2 0,5%
N73* 1 0,2%
E74* 1 0,2%
E75* 6 1,4%
K78* 1 0,2%
N103* 1 0,2%
E107* 1 0,2%
R112* 2 0,5%
V144* 1 0,2%
S158* 1 0,2%
C159* 34 8,0%
1160* 26 6,1%
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5.7Interacciones entre la virulencia bacteriana con las mutaciones de resistencia
antimicrobiana.

En la tabla 16 se observa que hay una distribucion similar de las muestras que
presentan mutacion para el gen 23S RNAr en los genotipos de virulencia de H. pylori
estudiados, 6,5% cagA/vacA slml y 6,7% cagA‘/vacA siml. Las diferencias entre los

grupos no fueron significativas (p= 0,928).

En la tabla 17 se observa que la frecuencia de mutaciones de R90K en pacientes cagA
lvacAs1imil y cagA'/vacAslmil es superior al 50% respecto a los que no portan dicha
mutacién, sin embargo no se observan diferencias significativas entre ambos grupos (p=
0.814). En la tabla 18 la mutacion R131K se muestra en un mayor porcentaje en
cagA'/vacAs1m1l con un 55,7%, esta mutacion no presentd diferencias significativas en
comparacion con el grupo que no la presentaron (p= 0.347). En la tabla 19 se muestra
gue la mutacion A118T es poco frecuente en la poblacidén estudiada, tan solo el 18,4 %
presento dicha mutacion. La mayor frecuencia de esta mutacion se presento para el
genotipo cagA‘/vacAslml. No se observan diferencias significativas entre ambos
grupos (p= 0,095). En la tabla 20 la mutacién H97T presentd una baja frecuencia
(11,3%), su distribucion en los genotipos estudiados fue de 12,0% para
cagA’/vacAslml y el 10,6% cagA/vacAslmil. Las diferencias entre los grupos no
fueron significativas (p= 0,683). En la tabla 21 la mutacion S108A presenté una baja
frecuencia (2,7%), manifestandose Unicamente en 1,3% para cagA‘/vacAs1imly el 3,9%
para cagA’/vacAslml de los pacientes. Las diferencias entre los grupos no fueron
significativas (p= 0,133). En la tabla 22 se observa que la frecuencia de mutaciones de
E133K fue baja (3,6%), la frecuencia para cagA/vacAslml y cagA‘/vacAsiml fue de
3,9% y 3,2% respectivamente. Los datos reportan que no hay diferencias significativas

entre los grupos de resistentes y no resistentes al metronidazol (p= 0,712).
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Tabla 16. Presencia de mutaciones en el gen 23S RNAr relacionadas con genes de virulencia de H.
pylori

cagA’/vacA siml cagA‘/vacA simi Total p?
Presencia 10 (6,5) 9(6,7) 19 (6,6) 0,928
Ausencia 145 (93,5) 125 (93,3) 270 (93,4)
Total 155 (100) 134 (100) 289 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.

Tabla 17. Relacion de la mutacion R90K

cagA/vacA siml  cagA’/vacA sim1l Total p?
Presencia RO0K 94 (52,5) 85 (53,8) 179 (53,8) 0,814
Ausencia R90K 85 (47,5) 73 (46,2) 158 (46,9)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.

Tabla 18. Relaciéon de la mutacion R131K

cagA’/vacA siml cagA‘/vacA simi Total p*
Presencia R131K 90 (50,6) 88 (55,7) 178 (53,0) 0,347
Ausencia R131K 88 (49,4) 70 (44,3) 158 (47,0)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.

Tabla 19. Relaciéon de la mutacion A118T

cagA’/vacA siml cagA‘/vacA simi Total p?
Presencia A118T 27 (15,1) 35(22,2) 62 (18,4) 0,095
Ausencia A118T 152 (84,9) 123 (77,8) 275 (81,6)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.
Tabla 20. Relacién de la mutaciéon H97T

cagA/vacA slml  cagA’/vacA sim1l Total p?
Presencia HO7T 19 (10,6) 19 (12,0) 38(11,3) 0,683
Ausencia H97T 160 (89,4) 139 (88,0) 299 (88,7)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.

Tabla 21. Relaciéon de la mutacion S108A

cagA/vacA siml cagA’/vacA sim1l Total

Presencia S108A 7(3,9) 2(1,3) 9(2,7)
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Ausencia S108A 172 (96,1) 156 (98,7) 328 (97,3)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)
®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.
Tabla 22. Relacion de la mutacién R133K
cagA’/vacA sim1l cagA‘/vacA simi Total p?
Presencia de mutacién S133A 7(3,9) 5(3,2) 12 (3,6) 0,712
Ausencia de mutacién S108A 172 (96,1) 153 (96,8) 325 (96,4)
Total 179 (100) 158 (100) 337 (100)

®Prueba de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre proporciones.
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CAPITULO VI. DISCUSION

La infeccion por H. pylori es reconocida como la principal causa especifica de cancer en
el mundo y afecta a todos los grupos de edad (Besseéde, Dubus, Mégraud, & Varon,
2014). Es un patégeno gastrico que coloniza aproximadamente el 50% de la poblacion
mundial (Fernandez, 2012). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) y la OMS, consideran que existe evidencia suficiente sobre el potencial
carcinogénico que presenta la bacteria H. pylori cuando coloniza la mucosa gastrica del
hospedero, lo que permitid declararla como un agente carcindgeno de clase | (Humans
& others, 1994).

La colonizacién persistente de la mucosa gastrica por parte de la bacteria parece estar
influenciada por la presencia de ciertos factores genéticos, ambientales y de virulencia
del microorganismo (Kusters et al., 2006). La infeccidbn por H. pylori se adquiere
principalmente durante la infancia, y una vez adquirida, esta persiste durante toda la
vida si no se trata especificamente con antimicrobianos (Bastos et al., 2013). En la gran
mayoria de los casos la infeccion causa gastritis cronica, pero solo el 20% de ellos
tendra alguna enfermedad clinica: del 10 a 20% de los infectados durante su vida
tendrén riesgo de desarrollar Ulceras pépticas y un 1 al 2% podran desarrollar CG
(Pedraza, Regino, & Zuleta, 2010).

Las consecuencias finales de la infeccion por H. pylori dependen de los factores
genéticos del huésped, factores medioambientales externos y la infeccién por genotipos

mas virulentos de H. pylori como cagA+ y vacA slml, los cuales han mostrado una

fuerte asociacion con la resistencia antimicrobiana a H. pylori (Agudo et al., 2010).
Segun guias de practica clinica y conferencias consenso recientes, los regimenes de
tratamiento son la terapia con tres o cuatro medicamentos, para areas con alta
prevalencia de H. pylori y con falta de informacion sobre susceptibilidad como nuestra
region del Cauca. Por consiguiente, este estudio determino los perfiles moleculares de
genes de resistencia de Helicobacter pylori y su relacién con los genes de virulencia en

pacientes con dispepsia en una poblacién del cauca.
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6.1 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la frecuencia mas alta de
infeccidn por H. pylori se presenta en el sexo femenino, entre 40 y 60 afios (38,2%), con
edad promedio 49,75+14,8 afios, datos que se relacionan con los reportados en la
literatura y en los cuales se reporta que en esta edad se puede presentar un pico de
prevalencia hasta del 80% en paises en vias de desarrollo como el nuestro (Diez et al.,
2002) (G. Correa et al., 2016). La prevalencia de H. pylori por sexo fue del (62,9%) en
las mujeres y del (39,6%) en los hombres. El predominio de la infeccién en el sexo
femenino se puede corroborar en estudios realizados en Latinoamérica. Rios, C., et al.
(Rios, Sierralta, Zufiga, & others, 2005), reportan que del total de pacientes que
presentaron la infeccion por H. pylori el (58,6%) fueron del sexo femenino, mientras que
el (41,4%) fueron del sexo masculino. En Colombia, en un estudio realizado en la ciudad
de Medellin, correa, et al. (S. Correa et al., 2016); reportaron que el (63,8%) fueron
mujeres y el (32,6%) fueron hombres. Esta tendencia se debe posiblemente a los
factores de higiene, hacinamiento y habitos de vida representativos de las madres

cabeza de hogar las cuales permanecen la mayor parte del tiempo en los hogares.

En cuanto al lugar de procedencia, se observa que la poblacion proviene del area
urbana (58,9%) y el (41,1%) proviene del area rural. Los datos obtenidos en este estudio
concuerdan con lo reportado por Prochazka, et al. (Prochazka Zéarate, Salazar Muente,
Barriga Calle, & Salazar Cabrera, 2010), donde el 56,2% de la pobalcion procedian del
area urbana, mientras que el 43,7% procedieron del area rural. En Colombia, en un
estudio realizado en el Hospital Universitario del Valle y Fundacién Valle del Lili, reporto
gue segun su sitio de residencia los pacientes vivian en el &rea urbana de la ciudad de
Cali, (76.2%); en municipios del Valle, (23.1%); y en areas rurales del Cauca, (1.2%)

(Montafio, Dossman, Herrera, Bromet, & Moreno, 2013).

Otros resultados importantes en el perfil epidemiolégico de la poblacion es el nivel
educativo, en este estudio se encontré que la mayoria de pacientes poseen un ningun
nivel educativo bajo (primaria) o carecen de este, (55,4%); ocupaciones como ama de

casa Yy agricultor son las mas frecuentes, (36,5%) y (18,3%) respectivamente; con
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ingresos econémicos por debajo de un salario minimo, (54,4%); estas caracteristicas
sociodemograficas pueden influenciar que la infeccién por H. pylori sea mas prevalente
en individuos de bajo nivel econémico, son muchos los trabajos que muestran que la
deprivacién socioecondémica esta asociada con una alta tasa de colonizacion durante la
infancia y que la pobreza, es uno de los principales factores de riesgo (P4ez, Solano,
Nadaff, Boccio, & Barrado, 2006). Resultados de estudios realizados por Pérez, et al.
(Motta, 2004); Lehours, et al., (Lehours & Yilmaz, 2007); Fialho, et al., (Fialho et al.,
2010), reportan que las personas de los estratos sociales mas bajos y con menor nivel
educativo estan en mayor riesgo de presentar enfermedades gastricas asociadas a
infeccidén por H. pylori, y por consiguiente, se hace necesario mejorar las estrategias de

promocién y prevencion en estos grupos poblacionales.

6.2Condiciones de saneamiento e higiene ambiental

La tercera edicion de la guia para la calidad del agua potable de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reconoce que el consumo de agua contaminada es una
fuente potencial de infeccidén, pero que se necesitan de estudios adicionales para
establecer un posible vinculo de la transmision por el agua. El contacto entre personas
dentro de las familias se ha sefialado como la fuente de contagio mas probable por
transmision oral-oral; también se considera posible la via de transmision fecal-oral. Por
lo tanto, para proteger el agua de consumo y/o los alimentos contaminados con heces
fecales es importate evitar la contaminacion por residuos humanos y realizar una
adecuada desinfeccion (“OMS | Guias para la calidad del agua potable, tercera edicion,”
n.d.). Si bien el (67%) de los participantes en este estudio manifestarén que no conviven
con pacientes infectados con H. pylori esta pregunta es subjetiva puesto que no se han
realizado pruebas que permitan confirmar si en realidad los participantes han convivido

0 no con personas infectadas con esta bacteria.

En este estudio, se identificé que aproximadamente el 83,4% de la poblacion consume
agua de acueducto, sin embargo, el (44,2%) de la poblacion no trataban el agua.
Estudios epidemiol6gicos han demostrado que H. pylori vive en el agua y que su

contacto con agua contaminada puede infectar la mucosa gastrica e iniciar el proceso de
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carcinogénesis gastrica. El suministro de agua contaminada con materia fecal puede ser
una fuente potencial de transmision de H. pylori. Mazari, et al., (Mazari-Hiriart, Lopez-
Vidal, Castillo-Rojas, de Ledn, & Cravioto, 2001), reportaron contaminaciéon fecal en
muestra de agua en la ciudad de México, mientras que Ranjbar, et al., (Ranjbar,
Khamesipour, Jonaidi-Jafari, & Rahimi, 2016), evidenciaron la presencia de H. pylori en
muestras de agua potable en Iran. Si bien la fuente de agua para la mayoria de la
poblacion es de acueducto, para el (11,9%) de la poblacién el suministro de agua
proviene de rios y manantiales, esto es importante en los paises en desarrollo donde los
suministros de agua municipales no son tratados adecuadamente y el agua se obtiene

de rios y otras fuentes no tratadas.

El inadecuado manejo de excretas es una practica preocupante, sobretodo en el area
rural, por cuanto se reporta que la presencia de H. pylori en el agua es producto de
malas condiciones sanitarias, eliminacién inadecuada de desechos y la falta de
educaciéon en salud publica, lo cual establece una ruta de transmision importante de la
bacteria (Mazari-Hiriart et al., 2001). Sin embargo en Colombia en departamentos como
el Cauca, las zonas urbanas aun presentan situaciones precarias como lo son el
inadecualdo saneamiento y falta de higiene en los hogares lo que conlleva a mejorar las
acciones en salud publicas y zonas tanto rurales como urbanas. El presente estudio
indicé que el (91,8%) de personas realizan un adecuado manejo de excretas, sin, el
(8,2%) las depositan en letrina y/o campo abierto. En este tipo de poblaciones se hace
necesario realizar intervencién con programas de educacion sanitaria, higiene y

prevencion.

6.3 Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

La historia natural de la infeccion de H. pylori es variable, y aunque todos los pacientes
infectados desarrollan una gastritis cronica, no todos desarrollan enfermedad clinica,
siendo muchos de ellos asintomaticos (Ramirez Ramos & Sanchez Sanchez, 2008). Se
ha descrito que los sintomas caracteristicos de gastritis cronica son dolor abdominal en

la parte superior que se incrementa al ingerir alimentos, indigestién abdominal, pérdida
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de peso, nauseas y en algunos casos vomito (Cardenas, Castro, Nevett, Patifio, &
Urdaneta, 2007).

En el presente estudio se encontré que los sintomas mas frecuentes en los pacientes
infectados con H. pylori fueron: ardor (69,1%), dolor (62%), llenura (59,2%) y
regurgitacion (52,3%). Garcia, et al., (Garcia Capote, Crespo Ramirez, & Guanche
Garcell, 2014) determinaron las caracteristicas clinico epidemioldgicas de infeccion
por Helicobacter pylori en pacientes atendidos en consulta de Gastroenterologia, se
aprecié que el 100% de los pacientes referian dolor, seguido la acidez con (55.8%),
llenura (40.6%), nauseas y flatulencia. En un estudio realizado en un centro de
referencia de Medellin se describié que la presencia de H. pylori no siempre se asocia
con sintomas dispépticos, sin embargo, todos los pacientes evaluados presentaban

dichos sintomas (S. Correa et al., 2016).

6.4Prevalencia de la infecciéon de H. pylori en enfermedad gastricas

El CG se desarrolla a través de una serie de lesiones precursoras, conocido como la
cascada de la carcinogénesis gastrica propuesta por Pelayo Correa, la GCNA puede
evolucionar a lo largo de los afios a GCA y/o MI para posteriormente avanzar a DG y CG
de tipo intestinal, progreso quizas relacionado con la presencia de ciertos factores
genéticos y ambientales (P. Correa & Piazuelo, 2008). La colonizacién de la mucosa
gastrica por H. pylori, condiciona distintas lesiones inflamatorias inicialmente
favoreciendo el desarrollo de gastritis superficial que puede evolucionar o no a través de
procesos multifactoriales hacia gastritis atrofica hasta llegar a zonas metaplasicas,
condicién asociada a la aparicion de CG (Pifieros, Ferlay, & Murill, 2006). La GCNA es
una condicion inflamatoria, que amerita un seguimiento diagndstico continuo, por cuanto
eventualmente algunos de estos individuos podrian desarrollar cancer. En nuestro
estudio (40,8%) de la poblacion presentd CGNA, poblacion con alta probabilidad de
avanzar en la via de la carcinogénesis gastrica. Chacaltana, A., et al., (Chacaltana et al.,
2009) reportaron 76,5 % GCA; 65.5% Ml y 16,7% DG en un estudio realizado en el Peru
en pacientes infectados por H. pylori. Para Colombia Esta alta prevalencia de GCNA es
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consistente con la reportada por Bravo, et al., (Luis Eduardo Bravo et al., 2003) quienes

reportaron un (36,4%) en un estudio multicéntrico.
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6.5 Caracterizacion de los genes de virulencia cagA y vacA

La capacidad de patogénesis gastroduodenal del H. pylori esta principalmente
representada en la presencia de dos factores de virulencia: cagA y vacA, es por esto
gue las cepas de H. pylori han sido diferenciadas seguin la expresion de la proteina
CagA, codificada por el gen cagA y la expresion o no de la citotoxina vacuolizante
(VacA) codificada por el gen vacA (Feliciano et al., 2015). La caracterizacién del
presente estudio de H. pylori sobre la base del gen cagA realizada fue del (42,4%),
mostrando baja frecuencia comparada con las reportadas en otro estudios Colombianos,
Cittelly et al., (Cittelly et al., 2002); (63,7%), Trujillo et al., (Trujillo, Martinez, & Bravo,
2014); (69,2%) y Galvis, et al., (Galvis et al., 2012) ; (71%) en un estudio realizado en
pacientes de diferentes regiones del pais, donde el 91,2% provenian de la regién Andina
de Colombia, sin embargo, Delgado et al., (Delgado, Henao, Perafan, Lozano, & Torres,
2008) en un estudio realizado por la Universidad de los Andes y del Tolima mostré una
frecuencia para el gen cagA similar a la reportada en este estudio (43%). Sayehmiri et
al.,(Sayehmiri et al., 2015), en una revision sistematica y meta-analisis de prevalencia de
cagA y vacA en Iran encontraron altas y bajas frecuencias para cagA, en Netherlands
(46%); Alemania (87,2%); Estonia (87%) y Sri Lanka (45%). Oliveira et al.,(OLIVEIRA et
al., 2014) reportan en un estudio de prevalencia de la infeccién de H. pylori para cepas
cagA® en nifios y adolescentes en el sur de Brasil una prevalencias del (29%). La
identificacion del gen cagA es de gran importancia clinica por cuanto los individuos
infectados con cepas cagA positivos, normalmente presentan inflamacion gastrica mas
severa y mayor dafo tisular que los infectados con cepas cagA’. Si bien la frecuencia
para este gen en la poblaciéon caucana es menor a la reportada en la mayoria de

estudios, constituye un aspecto de gran interés dentro de la historia natural del CG.

El gen vacA, genera una proteina que induce la formacion de vacuolas en el epitelio del
hospedero. Esta proteina presenta variantes en la region de sefalizacion del péptido
(s1, s2), asi como en la region media (m1, m2) y dependiendo de la combinacién de
ellos se van a producir efectos toxicos en mayor o menos medida, asi por ejemplo el
genotipo con s1/ml produce mas toxina vacuolizante que las cepas con el genotipo

s2/m2, explicando hasta cierto punto porque en promedio solo el 50% de las cepas vacA
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positivas desarrollan vacuolas en el epitelio (Antonio-Rincon et al., 2011). Existe
evidencia que afirma que la diversidad genética del H. pylori, puede tener una relevancia
clinica en el desarrollo de lesiones gastricas (Panayotopoulou et al., 2010). En el
presente estudio se detectd la presencia de vacA en todas las cepas de pacientes. La
combinacion alélica mas frecuente fue s1/m1l, identificada en el (79,2%) de las muestras
estudiadas, la cual ha sido considerada como la combinacidén vacA mas virulenta, por su
alta produccion de citotoxina vacuolizante. Estos resultados muestran una prevalencia
promedio a los hallazgos obtenidos por otros investigadores en Colombia, las
prevalencias mas alta fueron reportadas por Moncayo, et al., (Moncayo & Santacruz,
2000), (80,9%); Bravo, et al., (Luis E. Bravo, van Doorn, Realpe, & Correa, 2002),
(84,2%); mientras que Quiroga, et al., (Quiroga, Cittelly, & Bravo, 2005), (63,8%); Lépez,
et al., (L6pez et al., 2009), (52%). Todos los estudios realizados en Colombia y/o con
cepas colombianas evidencian que la combinacién s1/ml es la mas prevalente de las

cepas circulantes en el pais.

Varios estudios realizados en otros paises Latinoamericanos, también han encontrado
resultados similares de la combinacion s1/m1 informada en este estudio, Mattana, et al.,
(Perrone et al., 2009), (87%) Argentina; Ashour, et al., (Ashour et al., 2002), (80,3%)
Brasil; mientras que en otros paises esta prevalencia es mas baja, Araya, et al., (Araya
et al., 2004), (35,9%) Chile; Cogo, et al., (Cogo et al., 2011), Brasil (51%); Paniagua, et
al., (Paniagua et al.,, 2009) (43,4%). México. Adicionalmente, se encontré una
prevalencia de la combinacion s2/m2 9,7%, la cual es mas baja que la reportada por
otros estudios realizados en cepas colombianas por Yamaoka, et al., (Yamaoka et al.,
1999) quienes reportan una prevalencia del 18%, muy similar a la reportada por
Moncayo, et al.,(Moncayo & Santacruz, 2000) en una poblacién de Risaralda (19%). A
nivel mundial se ha observado que la distribucién alélica de vacA presenta variaciones
geograficas, en Estados Unidos, las combinaciones alélicas sl/ml o s2/m2 son
igualmente prevalentes, en tanto en Alemania o Inglaterra las combinaciones mas
frecuentes son s1/ml y s1/m2, respectivamente, Ozbey, et al.,(Ozbey & Aygun, 2012).
La alta prevalencia de la combinacion de vacA s1/ml en la poblacion es un hallazgo

importante por cuanto se conoce que esta combinacién se relaciona con mayor dafio en
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el epitelio gastrico y mayor produccion de citotoxina vacuolizante, lo que hace
importante que individuos con cepas vacAsl/ml puedan tener acceso a un tratamiento

oportuno e iniciar un seguimiento riguroso en la presentacion de la infeccion por H.

pylori.

6.6 Distribucién de la frecuencia de los genotipos cagA y vacA

La combinacion de los genes cagA y vacA puede ser quizas la mejor forma de expresar
el poder patogénico de una cepa de H. pylori (Alarcon et al., 2000). La infeccion con
ciertos genotipos de H. pylori esta relacionada con alta morbilidad mientras que otras
variantes genéticas de la bacteria parecen ser menos patogénicas. Este hecho ha
generado un creciente interés por conocer los genotipos circulantes en las poblaciones y
con base en esta evidencia cientifica poder establecer asociaciones con las diversas
patologias gastricas. En consecuencia, el presente estudio, analizé el genotipo completo
de virulencia, el cual mostré la presencia de 5 combinaciones de los genes cagA y vacA;
de los cuales 2 evidencian la presencia de infeccion multiple, lo cual concuerda con
estudios realizados en China y México donde es mas frecuente que la infeccion esté
producida por mas de una cepa que a su vez presenta multiples combinaciones del gen
vacA (De Francesco et al., 2006). Resultados de diferentes trabajos alrededor del
mundo han explicado que esta diversidad alélicas de las cepas, puede representar una
ventaja competitiva entre las cepas, confiriendo a algunas de estas mayor capacidad de
sobrevivencia dentro del nicho gastrico o una ventaja adaptativa a este (Figueiredo et
al., 2001).

La distribucion de genotipos completos mostré que la combinacién alélica mas frecuente
de vacA fue slml y se encontr6 comunmente asociada a cepas cagA negativas (cagA
/vacAslml), mostrando wuna frecuencia del 42,2%, seguida del genotipo
(cagA*/lvacAs1m1l) presente en el 37,1% de la poblacion de estudio. Las cepas (cagA’
/lvacAs1ml) son cepas tipo Il, consideradas como menos virulentas, por cuanto no
producen la proteina CagA (altamente inmunogénica) y la actividad citotoxica de vacA

puede ser baja o no producirse (Censini et al., 1996). Por su parte, la cepa
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cagA*/vacAs1m1 son cepas tipo |, consideradas como “mas virulentas” y asociadas con

un mayor riesgo de enfermedades gastricas severas.

La prevalencia del genotipo cagA/vacAs1lml en el presente estudio son controversiales
a los reportados en otro estudios colombianos, los cuales reportan mayor prevalencia
para cagA‘/vacAsiml, Moncayo, et al., (Moncayo & Santacruz, 2000),encontraron este
genotipo en el 90,5%; Citelly, et al., (Cittelly et al., 2002), 89%; Quiroga, et al., (Quiroga
et al., 2005), 64%, Galvis, et al., (Galvis et al., 2012), (16%). En paises como Cuba,
también se ha encontrado que cagA‘/vacAsiml es la cepa mas prevalente, Torres, et
al.,(Torres et al., 2009), reportaron (54%). Los datos del presente estudio podrian
explicarse desde lo publicado por Miehlke, et al., (Miehlke et al., 1996) y Loh, et al., (Loh
et al.,, 2011) donde se propone que hay variaciones alélicas de las cepas de H. pylori
segun la regidon geogréfica. Se sugiere realizar un estudio en el departamento del Cauca
gue permita dilucidar si otras regiones del gen cagA estan implicadas en la severidad del

desarrollo de patologias gastricas.
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6.7 Frecuencias de las mutaciones resistencia rdxA y 23 RNAr

En la actualidad, guias de manejo de amplia difusién a nivel mundial como lo es el
Consenso de Maastricht IV recomiendan la erradicacion de H. pylori en pacientes con
sintomas dispépticos; el tratamiento de erradicacion mas utilizados hoy en dia como
esquema de primera linea es la triple terapia estandar, constituida por un inhibidor de la
bomba de protones, amoxicilina, claritromicina o metronidazol (Trespalacios et al.,
2010). Estudios reportan que la claritromicina es el componente clave de la tiple terapia
para la erradicacion de H. pylori; sin embargo, la resistencia a este antibitico se ha
convertido en una de las principales razones del fracaso del tratamiento (Figueroa,
Cortés, Pazos, & Bravo, 2012). Las baja resistencia genotipica de H. pylori a la

claritromicina en la poblacion en estudio fue baja, con una frecuencia de (8,3%).

Los resultados de este trabajo muestran que la resistencia obtenida para claritromicina
esta por debajo a la reportada en otros estudios Colombianos, En Bogota, la
prevalencia reportada por Henao, et al., (Henao Riveros, Quiroga, Martinez Marin, &
Otero Regino, 2009) fue de (15%) y la obtenida por Trespalacios, et al., (Trespalacios et
al., 2010) de (17,7%), al sur de la Costa Pacifica Colombiana, en el municipio de
Tumaco Figueroa, et al.,(Figueroa et al., 2012) reportaron la prevalencia del (19,8%), sin
embargo Alvarez, et al., (Alvarez, Moncayo, Santacruz, Corredor, et al., 2009), en la
region del eje cafetero reportan frecuencias de (2,2%). El departamento del Cauca,
segun la Agencia Europea de Medicamentos se clasifica como una region de baja
prevalencia teniendo en cuenta que la resistencia local del antibidtico oscila entre O-
10%, indicando que el tratamiento triple estandar puede utilizarse de forma positiva en la
erradicacion de la infeccién por H. pylori. El nivel de resistencia a claritromicina varia
entre las diferentes regiones geograficas de un mismo pais, es por esto la importancia
de realizar estudios locales para caracterizar la poblacion teniendo en cuenta que los

resultados obtenidos en una region no pueden extrapolarse a otras.

La prevalencia de resistencia a claritromicina varia entre los diferentes paises. Espafa
tiene uno de los niveles mas altos de resistencia a la claritromicina reportados en

Europa, Agudo, et al.,(Agudo et al., 2010) reporta una prevalencia del (30%). Es de
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resaltar que al norte de Italia la prevalencia es del (1,8%) y en el centro del mismo pais
sea del (23,4%) (Castro-Fernandez & Vargas-Romero, 2009) (Kato et al., 2002).

La resistencia de H. pylori a claritromicina, el macrélido méas utilizado en el tratamiento
de H. pylori, se explica en la mayoria de los casos por mutaciones puntuales (A2115G,
G2141A, A2142G, A2142C, A2142T, A2143G, A2143C, A2143T y T2717C) en la
horquilla del dominio V de la peptidil-transferasa de la subunidad 23S rRNA, ubicado
entre la subunidad ribosomal 50S y 70S (F. Megraud, 1997) (Fontana et al., 2003)
(Hultén, Gibreel, Skdld, & Engstrand, 1997) (van Doorn et al., 2000). Estas mutaciones
se han correlacionado muy bien con los estudios fenotipicos de resistencia, en los
cuales las concentraciones inhibitorias minimas por dilucion en agar iguales o superiores

a 1 p g/ml han revelado la presencia de dichas mutaciones (Acosta et al., 2013).

En este estudio, la mutacion A2143G fue la mas frecuente (66,7%), seguida de A2142G
(26,7%). La frecuencia de H. pylori con mutaciones resistentes a la claritromicina varia
entre &reas geograficas: en Estados Unidos, entre 48 y 53% porta la mutacion A2142G,;
en Europa se ha reportado entre 23 y 33% para A2142G y 44 y 67 % para A2143G.
Algunos estudios en Japén demuestran que mas de 90 % de las mutaciones tiene el
genotipo A2143G y en China indican que 100 % de ellas es A2143G (K. S. Kim, Kang,
Eun, Han, & Choi, 2002) (J. J. Kim et al., 2001). En Colombia son pocos los estudios
gue se han realizado sobre prevalencia de resistencia de H. pylori a claritromicina y tan
solo un estudio ha relacionado las mutaciones A2143G y A2142G como responsables
de resistencia. Este estudio realizado por Alvarez et al.,(Alvarez et al., 2009), en la
region central occidental de Colombia (Pereira, Armenia y Manizales), se detectdé que
A2143G fue la mutacion puntual con mayor frecuencia. Con este estudio se puede
evidenciar que en el departamento del Cauca la frecuencia de mutaciones en el gen 23S
rRNA es baja, permitiendo recomendar el uso de este antibidtico en las terapias de

primera linea.

En la actualidad las pruebas genotipicas pueden utilizarse de manera rutinaria para la
evaluacion de resistencia de H. pylorien ADN obtenido directamente de biopsias

gastricas y sus resultados son comparables con las pruebas de dilucién en agar y de
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epsilometria (E-test ®) (F. Megraud, 1997). EI método de secuenciacion directa utilizado
en este estudio se considera de gran utilidad para determinar mutaciones y, por lo tanto,
puede utilizarse para evaluar la situacion de resistencia en una region, en especial
cuando los métodos fenotipicos no estan disponibles como sucede en el departamento

del Cauca.

El principal mecanismo de resistencia de H. pylori al Mtz se relaciona con la perdida de
la actividad enzimatica necesaria para que el Mtz intracelularmente pueda servir como
agente antimicrobiano (Martinez et al., 2014). La resistencia de H. pylori a metronidazol
ha sido explicada por inhibicion de la actividad de las nitroreductasas, especialmente por
mutaciones en el gen rdxA, que en la gran mayoria de los casos se relaciona con la
estabilidad de la proteina, La dimerizacién y actividad enzimatica dependen de la unién

al cofactor FMN (flavin mono nucleétido) (Martinez-Julvez et al., 2012).

Para este estudio la frecuencia de resistencia a Mtz de la poblacion fue 75,8%; para
obtener esta frecuencia se tuvo en cuenta las muestras que presentaron mutaciones
relacionadas con resistencia a Mtz reportadas por la literatura, tales como: R90K, H97T,
S108A, A118T, R131K, E133K (Mendz & Mégraud, 2002) (Aldana et al., 2005) (Mirzaei
et al., 2014) (Bereswill et al., 2003). La alta frecuencia de resistencia encontrada para
Mtz en el departamento del Cauca coincide con estudios reportados en Colombia:
Bogota, Henao R., et al., (Henao et al., 2009); Alvarez A., (Alvarez, Moncayo,
Santacruz, Corredor, et al., 2009); Trespalacios A., et al., (Trespalacios et al., 2010)

72%; 86% y 81% respectivamente.

Los resultados de mutaciones puntuales relacionadas con el gen 23S rRNA estan
acorde con los resultados encontrados en estudios cientificos de diferentes paises:
Japon, Aldana, et al.,(Aldana et al., 2005); Singapur, Han, et al., (Han et al., 2007);
Francia, Jenks et al., (Jenks, Ferrero, & Labigne, 1999); Korea, Kim, et al.,(S. Y. Kim et
al., 2009) Estados Unidos, Kwon, et al., (Kwon, Osato, Graham, & El-Zaatari, 2000);
Europa, Marais, et al., (Marais, Bilardi, Cantet, Mendz, & Mégraud, 2003); Suiza,
Tankoviv, et al., (Tankovic et al., 2000), Francia, Solca, et al., (Solca, Bernasconi, &

Piffaretti, 2000). Las mutaciones R90K, R131K, H97T fueron las més representativas, al
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igual que D59N y A118T. Mendz, et al., (Mendz & Mégraud, 2002) reportaron una
compilacion de mutaciones en RdxA incluyendo aquellas que representan pérdida de la
funcion de la proteina, datos que coinciden con los encontrados en nuestro estudio,
especialmente en las posiciones 56, 59, 90, 97, y 118, las cuales se han documentado
cambios en los diferentes aislamientos. En este estudio se encontraron mutaciones con
altas frecuencias que no han sido reportadas por la literatura. Seria importante en
futuros estudios realizar pruebas fenotipicas con la finalidad de determinar su papel en

la resistencia a este antibidtico.

Las mutaciones que afectan las posiciones A68V, A118T, R90K, R131K, R16H, S88P,
HO97T y las que introducen un codon de parada como N73* y Q50* han sido
correlacionadas con los estudios fenotipicos de resistencia a Mtz, particularmente con
valores altos de MIC (concentraciones minimas inhibitorias) y con MIC por diluciéon en
agar iguales o superiores a 12 ug/ml (Kwon, Kato, El-Zaatari, Osato, & Graham, 2000).
Por otro lado, mutaciones como H53R, M561, L62V, A68V, HI7T y G98S encontradas en
este estudio son acordes con lo reportado en la literatura en aislamientos resistentes a
metronidazol (Bereswill et al., 2003), sin embargo, aislamientos sensibles también han
presentado estas mutaciones, lo que podria confirmar el uso limitado de las mutaciones
en RdxA como unico marcador de resistencia a metronidazol en H. pylori (Bereswill et
al., 2003). Por lo tanto, se necesitan de estudios adicionales de transformacion con
cepas resistentes y susceptibles que contribuyan al entendimiento de la resistencia de

metronidazol con el gen RdxA.

En un estudio reciente en Kuala Lumpur Solca, et al., obtuvieron por métodos
fenotipicos que la resistencia primaria a metronidazol en aislados clinicos fue de 32,3%.
Como un hallazgo interesante, al evaluar variaciones en el gen rdxA y su
correspondiente alteracidon de RdxA se encontraron cambios en aminoacidos en el
70,2% de cepas resistentes y en el 56.8%, mutaciones asociadas con codones de
parada (Teh et al., 2014). Lo anterior soporta la importancia de evaluar la resistencia a
Mtz por medio de pruebas moleculares (Alvarez, Moncayo, Santacruz, Santacoloma, et

al., 2009), ademas, Se ha reportado que sustituciones e inserciones que causan un
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coddn de terminacidén prematuro en la proteina RdxA estan asociadas con el fenotipo de
resistencia (Solca et al., 2000). Mutaciones de codones de parada encontradas en
nuestro estudio, podrian estar asociadas con fenotipo de resistencia.

El primer hallazgo importante del presente estudio fue describir la frecuencia de las
mutaciones en el gen RdxA y 23 RNAr en pacientes infectados por H. pylori en el
departamento del Cauca. Si bien existen dos tipos de técnicas fundamentales para
evaluar la susceptibilidad de H. pylori a los antibiéticos, tales como las técnicas
fenotipicas o de cultivo y las genotipicas o moleculares. Las primeras son consideradas
las “estandar de oro”, pero tienen como desventajas que consumen mucho tiempo,
fracasan en un 10 % de los casos por contaminaciones o porque las bacterias no crecen
y requieren condiciones especiales dadas por la microaerofilia del microorganismo. De
ahi, que las técnicas moleculares se han convertido en una opcion para evaluar la
resistencia, ya que son rapidas, no requieren la viabilidad de las bacterias y sus
resultados son reproducibles. Sin embargo, estas Ultimas en ocasiones requieren la
secuenciacion de genes o fragmentos de ellos, o que imposibilita su uso en la practica
clinica, pero siguen siendo una poderosa herramienta en las investigaciones sobre la
resistencia de este microorganismo (Malfertheiner et al., 2012). Este estudio revela la
importancia realizar futuros estudios que permitan evaluar la resistencia de H. pylori a
estos antibidticos utilizando las técnicas mencionadas anteriormente con el fin de

generar un mejor diagndéstico y tratamiento a bajos costos.
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6.8Interacciones entre la virulencia bacteriana con las mutaciones de resistencia
antimicrobiana.

Ademés de la resistencia antimicrobiana, los factores de virulencia pueden afectar la
erradicacion de H. pylori de la mucosa gastrica. Los resultados de este estudio
mostraron que no existe relacién entre los genotipos de H. pylori y la resistencia a
claritromicina y metronidazol. Existen pocos articulos que relacionen las mutaciones de
los genes 23s RNAr y rdxA con los genes cagA y vacA por métodos genotipicos como lo
es el caso de este estudio, sin embargo investigadores han evaluado fenotipicamente
esta relacion. Para evaluar esta relacién en Colombia, Trespalacios, et al., (Trespalacios
et al., 2010), realizaron pruebas por método de dilucion en agar o el E-test, donde se
determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM). En este estudio se reportd que no
encontrd relacion entre la resistencia a Cla y Mtz con los genotipos cagA y vacA, sin
embargo en un estudio realizado en Irlanda donde se evalu6 la relacién entre la
resistencia a Mtz y cagA, se encontré que la tasa de resistencia a este antibidtico es

mas alta en cepas cagA'(Taneike et al., 2009).

Se ha sugerido que las cepas cagA* promueven un ambiente fisiologico con la secrecion
de IL- 8 y la inflamacién de la mucosa gastrica, lo que permite un incremento en el flujo
sanguineo favoreciendo el aumento en la difusioén del antibiético, logrando alcanzar una
concentracion suficiente para eliminar la bacteria (van Doorn et al., 2000). En tanto que
las cepas cagA’, que inducen menos inflamacion, son expuestas a concentraciones
subdptimas de Mtz lo que favorece la seleccion de cepas resistentes (van Doorn et al.,
2000). Lo anterior coincide con los datos de este estudio donde 4/6 mutaciones
puntuales reportadas por la literatura que inducen resistencia a Mtz, presentan mayor
frecuencia en el genotipo cagA’/vacA slml. A vacA slml no se le ha encontrado
ninguna relaciéon de resistencia a Mtz (Taneike et al., 2009). La relacién entre cagA+ y el
éxito del tratamiento con antibiéticos se habia informado anteriormente (Treiber et al.,
2002). Se indicé que en los pacientes infectados con cagA™ parecia ser erradicados con
mayor facilidad que en aquellos tratados con cagA™. Una de las posibles razones de esto
es que cagA’ puede crecer mas rapido, y por lo tanto es mas susceptible a los

antibioticos tales como Mtz, y desaparece rapidamente (Perez-Perez et al., 2002).
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Se requieren estudios y pruebas adicionales para confirmar y ampliar los resultados de
este estudio, la informacion derivada del mismo es de gran utilidad para los médicos
involucrados en el tratamiento de H. pylori, permitiria utilizar un esquema antibiético
como terapia empirica. Esta informacion genera datos de gran impacto para la
poblacion Caucana y por lo tanto se hace necesario evaluar la resistencia a estos

antibioticos por métodos fenotipicos.

6.9Limitaciones del estudio

e Una de las limitaciones de este estudio fue la correlacion de los hallazgos con los
resultados de evaluacion de la sensibilidad/resistencia a partir de pruebas
fenotipicas como el método de dilucion en agar o el E-test; dado que cuando se
formulo este proyecto la universidad del Cauca no contaba con un laboratorio con

condiciones especiales que se requieren para cultivar esta bacteria.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo no se encontré relacién entre los genes de resistencia de
H. pylori y su con los genes de virulencia en pacientes con dispepsia en esta una
poblacién del cauca.

La distribucion de genotipos completos para la poblacion de estudio mostré que la
combinacion alélica mas frecuente de vacA fue slml y se encontré6 comunmente
asociada a cepas cagA negativas (cagA/vacAslml), mostrando una frecuencia
del 42,2%.

En la poblacion sujeto de estudio la frecuencia observada de resistencia de H.
pylori a metronidazol fue alta (75,8%), mientras la resistencia a claritromicina fue
baja (8,3%); por lo tanto, se considera que el tratamiento con claritromicina es
una opcion valida para la erradicacion en la poblacién.

En este trabajo Las mutaciones puntuales mas frecuentes para los genes RdxA y
23 RNA fue en las posiciones: D59N, R131K, R90K, A118T, 1160F, HI7T,
codones de parada C159* 1160*, Q50* E75* y la mutacibn A2143G
respectivamente.

Este estudio es una aproximacion de la resistencia antimicrobiana de H. pylori,
mediante la identificacion de las mutaciones mas frecuentes encontradas en la
poblacién del Cauca, sin embargo es necesario comparar los resultados con
pruebas fenotipicas de susceptibilidad antimicrobiana que permitan una relacién
al estado de resistencia frente a los antibiéticos utilizados en la terapia estandar.

Las técnicas moleculares se han convertido en una opcién para evaluar la
resistencia, ya que son rapidas, no requieren la viabilidad de las bacterias y sus
resultados son reproducibles. Sin embargo, estas Ultimas en ocasiones requieren
la secuenciacion de genes o fragmentos de ellos, lo que dificulta su uso en la
practica clinica, pero siguen siendo una poderosa herramienta en las
investigaciones sobre la resistencia de este microorganismo.

Debido a su eficiencia, se recomienda el uso de la secuenciacion directa y
andlisis bioinformético, mediante la herramienta BLAST, para determinar la
presencia de mutaciones asociadas a la resistencia a claritromicina y
metronidazol.

95



RECOMENDACIONES

Uno de los retos futuros seria el desarrollo de esquemas terapéuticos eficaces
para la erradicacion del H. pylori como también es necesario valorar los
porcentajes de erradicacion, las tasas de reinfeccion o la recurrencia de la
infeccion por H. pylori, los porcentajes de resistencia a los diferentes antibiéticos,
y el andlisis de cepas patodgenas Yy los polimorfismos genéticos inherentes a las

poblaciones de estudio.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Entiendo que se me ha pedido que participe voluntariamente como sujeto de investigacién en la Linea de Epidemiologia Molecular
en Cancer Gastrico con los proyectos “HELICOBACTER PYLORI, ALTERACIONES EPIGENETICAS, SUSCEPTIBILIDAD
GENETICA Y SU RELACION CON LA CARCINOGENESIS GASTRICA” y “MUTACION EN LOS GENES DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA EN HELICOBACTER PYLORI Y SU RELACION CON LA VIRULENCIA” bajo la direccién del PhD. Carlos
Hernan Sierra Torres y la Mg. Claudia Patricia Acosta Astaiza, respectivamente, docentes del Laboratorio de Genética Humana,
Facultad Ciencias de la Salud, Universidad del Cauca, Popayan.

PROPOSITO: Determinar el papel de la virulencia del Helicobacter pylori sobre el patron de metilacion y su relacion con la herencia
de polimorfismos en genes de inflamacion para el desarrollo de lesiones gastricas preneoplasicas y cancer gastrico en una poblacion
caucana con diferentes origenes raciales; de igual manera, determinar las mutaciones de resistencia antimicrobiana de los genes
bacterianos rdxA, 23 RNAr y PBP1A y su relacion con los genotipos de virulencia, en los pacientes que se encuentren infectados con
H. pylori en una poblacion del departamento del Cauca.

BENEFICIOS AL SUJETO: Entiendo que me beneficiare por mi participacion en este estudio recibiendo un informe detallado de
patologia sin costo alguno; pero entiendo que no recibiré los resultados de los analisis genéticos de la muestra dado que este
estudio es de tipo poblacional y no diagndstico. Ademas, por mi participacion no recibiré ninguna compensacion econémica (dinero).

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: Aportara informacién acerca del papel de los factores de virulencia del Helicobacter pylori sobre el
patron de metilacion de distintos genes involucrados en el proceso infeccioso, para identificar los posibles biomarcadores tempranos
de susceptibilidad en el desarrollo de cancer gastrico. Igualmente, se determinara la frecuencia de las mutaciones de los genes
asociados a la resistencia a antibiéticos frecuentemente usados en el tratamiento de la infeccién. Los resultados de estas
investigaciones contribuiran a la formulacion de mejores estrategias de prevencién, pronostico y tratamiento de pacientes con
lesiones gastricas en la poblacion.

ENTIDADES PARTICIPANTES: Las investigaciones seran lideradas por investigadores de la Universidad del Cauca, en
colaboracién con el Hospital Universitario San José, el Hospital Susana Lépez de Valencia, y financiadas por Colciencias.

NUMERO DE PARTICIPANTES: El numero aproximado sera de 750 pacientes.

PROCEDIMIENTOS: Si decido participar voluntariamente en estos estudios una vez haya firmado el consentimiento informado,
entiendo que:

Completaré un cuestionario sobre estilo de vida y estado de salud, facilitando informacién como teléfono y direccion que podra ser
utilizada para contactarme si existe la necesidad en el futuro.

Permitiré que se me tomen unas biopsias de tejido gastrico, acorde con las guias actuales de practica clinica, procedimiento que
sera realizado por Médicos Gastroenterélogos calificados con el fin de: extraer material genético (ADN) a partir de las biopsias de
tejido tomadas para establecer el tipo de cepa de H. pylori presente en la mucosa géastrica, para realizar andlisis de los patrones de
metilacion de los genes objeto de estudio y la genotipificacion de los genes de resistencia antimicrobiana.

Permitiré voluntariamente se me tome dos muestras de sangre por venopuncion que se hara solamente en las venas periféricas de
las extremidades superiores. El personal autorizado me realizara un maximo de tres intentos para obtener las muestras de sangre,
las cuales se van a tomar de acuerdo al protocolo provisto por el investigador. La cantidad de sangre que me tomaran, debe ser
regulada adecuadamente. Esto con el fin de: extraer material genético (ADN) para analisis de polimorfismos y determinacion del
origen racial, respectivamente.

Aceptaré que mis muestras sean guardadas en un Banco de Muestras Bioldgicas. EI ADN extraido de las biopsias del tejido gastrico
y de sangre periférica, serd almacenado a -20 °C en una solucién buffer tris-EDTA y guardado durante un periodo de 10 afios en el
area de custodia del Laboratorio de Genética Humana de la Universidad del Cauca.

Permitiré el uso de los datos y las muestras biolégicas para estudios posteriores debidamente aprobados por los respectivos
Comités de Etica en esta u otras instituciones nacionales o internacionales que pudieran colaborar en el desarrollo esta u otras
investigaciones.

RIESGOS POR PARTICIPACION: Entiendo que como riesgos potenciales de mi participacién en este estudio se pueden presentar
perforacion faringea, esofagica o gastrointestinal, asi como hemorragia e infecciones en el sitio de toma de muestras. Sin embargo,
estas lesiones son poco frecuentes cuando son tomadas por personal médico calificado y experimentado y seran evitadas al maximo
mediante el uso de técnicas endoscopicas de alta calidad, manteniendo los estandares de asepsia. Cualquier incomodidad, dolor,
riesgo o inconveniente asociado con mi participacién seran atendidos por el Médico Gastroenterdlogo que realice el procedimiento.
Con respecto a la toma de muestra de sangre, entiendo que podria experimentar un sincope o malestar durante y luego de la toma
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de muestras, para lo cual se tendra especial cuidado en el momento de realizarme el procedimiento. Entiendo también que el
consentimiento para recibir los tratamientos e intervenciones que podria necesitar para mi enfermedad sera responsabilidad de la
IPS que me atiende.

CONFIDENCIALIDAD: Entiendo que la informacion del cuestionario y todas las muestras seran identificadas con un cédigo Unico
para proteger mi identidad y datos personales. Esta informacién sera mantenida bajo estricta confidencialidad por parte de los
investigadores principales el PhD. Carlos Hernan Sierra Torres y la Mg. Claudia Patricia Acosta Astaiza.

APROBACION: Se me ha informado que los protocolos y procedimientos de investigacion que se emplearan en estos estudios han
sido aprobados por el Comité de Etica para la Investigacion Cientifica de la Universidad del Cauca.

PERSONAS A CONTACTAR: Si tengo una pregunta durante o después del procedimiento puedo contactar al PhD. Carlos Hernan
Sierra Torres o a la Mg. Claudia Patricia Acosta Astaiza en el Laboratorio de Genética Humana de la Facultad Ciencias de la Salud
de la Universidad del Cauca o al tel. 8209872.

CLAUSULAS ESTANDAR:

Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas que participan en estos proyectos.

Me han explicado en un lenguaje que yo puedo entender el propdsito de estas investigaciones, los beneficios, los procedimientos y
riesgos por participacion.

Me han dicho que la Universidad de Cauca no tiene mecanismos de compensacion si algun dafio fisico ocurriera como resultado
directo para los sujetos de investigacion de estos proyectos. Sin embargo, entiendo que los tratamientos de emergencia disponibles
para el publico en general estan disponibles para mi también.

Me han informado que tengo derecho a la privacidad y confidencialidad de toda la informacién obtenida con relacion a estos estudios
y que solo los investigadores principales podran tener acceso a mi historia clinica si es necesario.

Entiendo que los resultados de estos estudios pueden ser divulgados en eventos nacionales y/o internacionales o ser publicados en
revistas cientificas sin identificar mi nombre.

Después de explicarme la finalidad de los proyectos con un lenguaje sencillo y comprensible, haber respondido a mis preguntas,
estar conforme con las respuestas, dejo constancia que acepto voluntariamente participar como sujeto de investigacion en los
proyectos antes mencionados, por lo tanto, firmo o coloco mi huella digital para ingresar a la investigacion.

Nombre del participante Firma/huella del participante Fecha

Nombre del testigo Firma del testigo Fecha

Como constancia firma:

Firma del director del proyecto Fecha

AUTORIZACION PARA GUARDAR Y ENVIAR MUESTRAS A OTRAS INSTITUCIONES: Una vez procesadas las muestras
biolégicas colectadas, los investigadores las almacenaran en un Banco de Muestra Biolégicas en el Laboratorio de Genética
Humana de la Universidad del Cauca. Es posible que algunas de las pruebas de laboratorio que sean necesarias realizar con mis
muestras no puedan hacerse en las instalaciones de la Universidad del Cauca, por lo que seria necesario enviarlas a otras
instituciones de Colombia o del exterior. En caso de que esto fuera necesario mis muestras estarian marcadas solo con el cédigo
Unico y mi nombre o datos personales no aparecerian en ninguna parte. Entiendo también que estas muestras podran ser utilizadas
para investigaciones futuras siempre y cuando estas se desarrollen con propoésitos cientificos enmarcados en la linea de
investigacion de estos proyectos.

Para constancia,

Nombre del participante Firma/huella del participante Fecha
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Nombre del testigo Firma del testigo Fecha

Como constancia firma:

Firma del director del proyecto Fecha
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Caédigo

ANEXO 2. ENCUESTA

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS

MUTACION EN LOS GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN Helicobacter pylori
Y SU RELACION CON LA VIRULENCIA

Helicobacter pylori, ALTERACIONES EPIGENETICAS, SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y SU RELACION CON LA
CARCINOGENESIS GASTRICA EN LA POBLACION CAUCANA

Entidad

Fecha: dd/mm/aaaa L1

E.P.S.

SECCION A. INFORMACION PERSONAL

Al
A2.

DOCUMENTO DE IDENTIDAD
NOMBRES Y APELLIDOS

A3.
A4.

TELEFONOS
DIRECCION PERMANENTE

AS5.
AG.
AT.

A8.

A9.

FECHA DE NACIMIENTO: dd/mm/aaaa [ I 1L ]

EDAD:
SEXO:

1. MASCULINO I
2. FEMENINO [

ETNIA:

1. INDIGENA []
2. BLANCA D
3. NEGRA [

4. MESTIZA
5. MULATA [J

AFILIACION AL SIST. SEGURIDAD SOCIAL:

1. VINCULADO [
2. SUBSIDIADO [
3. CONTRIBUTIVO [

A10. ESTADO CIVIL ACTUAL (INDISTINTAMENTE DEL ESTADO

LEGAL):

1. CASADO(A) [

2. SOLTERO(A) [

3. UNION LIBRE [

4. SEPARADO(A) [
5. DIVORCIADO(A) [
6. VIUDO(A) LI

All. PROCEDENCIA:
DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

1. URBANA (ENERGIA, ACUEDUCTO Y PISO MIN.
CEMENTO) 2. RURAL CABECERA [

3. RURAL DISPERSO [}

VDA/

A12. EN QUE LUGAR HA VIVIDO POR MAS ANOS?
DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

1. URBANA (ENERGIA, ACUEDUCTO Y PISO MiN.
CEMENTO)

2. RURAL CABECERA [

3. RURAL DISPERSO [

VDA/

A13. CUANTOS ANOS HA VIVIDO ALLI?

Al4. EN CUANTO ESTIMARIA USTED SUS INGRESOS MENSUALES?

1. MENOS DE UN SALARIO MINIMO L
2. UN SALARIO MINIMO [
3. ] VECES UN SALARIO MINIMO [J
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SECCION B. EDUCACION Y OFICIO

B1. CUAL ES SU NIVEL EDUCATIVO? B2. OCUPACION EN LA QUE HA TRABAJADO POR MAS TIEMPO?
1.NINGUNO [ ] 4. TECNICO[__ ] 1. AGRICULTOR [ ] 5. CONSTRUCTOR[ ]
2.PRIMARIA[ ] 5. UNIVERSITARIO[ ] 2.AMADE CASA[__ ] 6. JUBILADO [ ]

3. SECUNDARIA[ ] 6. POSTGRADO [ ] 3.COMERCIANTE [ ] 7. PROFESIONAL [ ]

4. TRAB. PUBLICO 8. OTROS
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SECCION C. CARACTERISTICAS DE LA VIVIENDA DONDE HA VIVIDO

POR MAS ANOS
C1. TIPO DE PISO QUE PREDOMINAN EN SU CASA?
1. TIERRA ) 3. BALDOSA Y/O GRANITO (]
2.CEMENTO L 4. OTROS
C2. CUANTAS PERSONAS VIVEN EN SU CASA? [ ]
C3. CUANTAS HABITACIONES HAY EN SU CASA? | ]
C4. NUMERO DE CAMAS POR HABITACION? [ ]
C5. CUANTAS PERSONAS POR CAMA? [ ]
C6. DE DONDE OBTIENE EL AGUA POTABLE?
1. ACUEDUCTO [ 3. RI0O O MANANTIAL O

2.POZO O ALJIBE ] 4.0TROS [

C7. QUE TRATAMIENTO LE DA AL AGUA?
1. NINGUNO (I 2. HERVIDO [
3. FILTRADO [ 4. FILTRADO Y HERVIDO [
5. OTRO (ESPECIFICAR)
C8. DONDE ALMACENA EL AGUA DE CONSUMO?
1. VIDRIO [ 2. PLASTICO [J
3. BARRO [l 4. METAL [J
5. NO ALMACENA [
C8. DONDE DESECHA LAS EXCRETAS?
1. SANITARIO [1 2. LETRINA ] 3. CAMPO ABIERTO [

SECCION D. ESTILO DE VIDA
D1. RESPECTO AL HABITO DE FUMAR USTED ES?
1. FUMADOR [
A. Fumador diario* [1

B. Fumador ocasional** [
C. Ex-fumador*** [
2. NO FUMADOR [J
* FUMA AL MENOS 1 CIGARRILLO AL DIA EN EL ULTIMO ANO.

** FUMA AL MENOS 1 CIGARRILLO EN INTERVALOS MAYORES AL
DIARIO.

*** FUMADOR DIARIO QUE HA DEJADO DE FUMAR EN EL ULTIMO
ANO SIN DIFERENCIA DE LA CANTIDAD.

D2. SIUSTED ES FUMADOR DIARIO, CUANTOS
CIGARRILLOS POR DIA FUMA (FUMABA)?
L1

D3. SIUSTED ES FUMADOR OCASIONAL, CUANTOS
CIGARRILLOS POR MES FUMA?

]

D4. POR CUANTOS ANOS HA FUMADO O FUMO?
L1

D5. RESPECTO AL HABITO DE BEBER USTED ES?
1. BEBEDOR 1]
A. Bebedor habitual* [
B. Bebedor ocasional** [
C. Ex-bebedor*** [
2. NO BEBEDOR 1]
*  BEBE AL MENOS 1 VEZ POR SEMANA EN EL ULTIMO ANO.
** BEBE CON INTERVALOS MAYORES A LA SEMANA.
=+ BEBIO AL MENOS 1 VEZ POR SEMANA Y LO DEJO EN EL ULTIMO
ANO.
D6. SIUSTED ES BEBEDOR, CUANTO CONSUME DE ESTAS

BEBIDAS POR OCASION?

1. AGUARDIENTE [c 6. WHISKY [v

2.CERVEZA[b__ ] 7.VODKA [v___ ]
3.RON[c__ ] 8. TEQUILA[c__ ]
4.GUARAPO v ] 9.BRANDY [c___ ]
5 VINO[cp____ 1]
c:copa (25cc), b:botella (330cc), cp:copa vino (100cc), v:vaso
(45cc).

Botella = 750cc; Media = 375cc.
D7. POR CUANTOS ANOS HA CONSUMIDO?

SECCION E. HABITOS ALIMENTICIOS
E1l. CUANTAS COMIDAS CONSUME USTED AL DIA? [ ]
E2. DONDE PREPARAN GENERALMENTE SUS COMIDAS?
1. CASA (] 2.REST.[]  3.CASAY REST. [
E3. EN CASA, QUIEN COCINA?
1.USTED I 2.PAREJA[l 3.EMPLEADA([] 4.0TROLI
E4. LAVA SUS ALIMENTOS ANTES DEL CONSUMO?

1. SIEMPRE [ 2. ALGUNAS VECES [1 3. NUNCA [
E5. COCINA USTED CON SAL SUS ALIMENTOS?

1. SIEMPRE [J 2. ALGUNAS VECES ] 3. NUNCA [
E6. EN LA MESA, ANADE USTED SAL A SUS COMIDAS?

1. SIEMPRE [ 2. ALGUNAS VECES [ 3. NUNCA [l
E7. CONSUME ALIMENTOS RECALENTADOS?

1. SIEMPRE [ 2. ALGUNAS VECES [J 3. NUNCA [J

E8. REUTILIZA EL ACEITE PARA FREIR SUS ALIMENTOS?
1. SIEMPRE [J 2. ALGUNAS VECES [ 3. NUNCA [

E9. UTILIZA ABLANDA CARNES?
1.SIEMPRE T 2. ALGUNAS VECES
E10. POSEE USTED UNA NEVERA?
1.SI0  2.NOO  3.HACE CUANTO?
E11. COMO SUELE PRESERVAR LA CARNE Y EL PESCADO?
1. REFRIGERADO 1 2. SALADO T
3. AHUMADO [ 4. SALADO Y AHUMADO [
5. NO PRESERVA [
E12. DONDE ALMACENA SUS ALIMENTOS?
1.DESPENSAT  2.NEVERAT  3.NOALMACENA T
E13. CON QUE COCINA SUS ALIMENTOS?
1. LENA [ 2. GAS ] 3. ENERGIA [
E14. DE QUE MATERIAL SON LOS UTENSILIOS DE COCINA?
1. PORCELANA [J 2.PLASTICO  3.METAL O

3. NUNCA [J
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E15. FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

1-2 1-2 1-6

ALIMENTO NUNCA DIARIO VECES/SEM VECES/MES VECES/ANO

PROTEINAS

RES

POLLO

CERDO

PESCADO

MARISCOS

HUEVOS

LECHE PASTEURIZADA

LECHE NO PASTEURIZADA (CARRO)

QUESO PASTEURIZADO

QUESO CAMPESINO

CARNE AHUMADA

CARNES PRESERVADAS CON SAL

ENLATADOS

EMBUTIDOS

CEREALES

ARROZ

MAiZ

AVENA

CEBADA

PASTAS

HARINA DE TRIGO

PAN

VEGETALES

VERDURAS

LEGUMBRES (Granos)

TUBERCULOS

HABAS

FRUTAS

FRUTAS CITRICAS (Naranja, maracuya, guayaba, etc.)

FRUTAS NO CITRICAS (Aguacate, banano, kiwi, etc.)

FRUTOS DEL BOSQUE (Mora, fresa, uvas)

FRUTOS SECOS (Almendras, nueces, pasas)

GRASAS

MANTECA ANIMAL

MANTECA VEGETAL

MARGARINA (Vegetal)

MANTEQUILLA (Animal)

ACEITE VEGETAL

CONDIMENTOS

AJl

PIMIENTA NEGRA

PIMENTON

AZAFRAN o ACHOTE

HIERBAS AROMATICAS

CONDIMENTO EN CUBO

BEBIDAS

CAFE

TE NEGRO

CHOCOLATE

GASEOSAS
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SECCION F. FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION
F1. CONVIVE CON PERSONAS INFECTADAS CON H. pylori?

1.S10 3. NO SABE [
2.NO O 4. QUIEN?
F2. CONVIVE CON NINOS MENORES DE 10 ANOS?
1.S10 3. CUANTOS?
2.NOI
F3. CONVIVE CON MASCOTAS EN SU CASA?
1. GATOS [J 2. PERROS [

3. GATOS/PERROS [1 4. OTROS

F4. HA SIDO HOSPITALIZADO POR LARGO TIEMPO?
1.S10 3. CUANTOS DIAS?

2.NO O 4. EN QUE ANO?

F5. VISITA SU ODONTOLOGO CON REGULARIDAD?
1.slC
2.NO [
3. CUANTAS VECES AL ANO?
F6. CUANTAS VECES/DIA CEPILLA SUS DIENTES?
F7. COMPARTE SU CEPILLO DE DIENTES?
1.8lC 2.NO [
F8. LAVA SUS MANOS ANTES DE CONSUMIR ALIMENTOS?
1.8I0 2.NO[  3.ALGUNAS VECES [J
F9. LAVA SUS MANOS DESPUES DE IR AL BARO?
1.8I0 2.NO[  3.ALGUNAS VECES [J

SECCION G. ANTECEDENTES FAMILIARES

G1. ALGUNO DE SUS PARIENTES CERCANOS HA TENIDO ALGUNA DE LAS SIGUIENTES ENFERMEDADES?

1.SI0 2.NOL  3.NOSABEL
ENFERMEDAD MAMA (1) PAPA (2) HERMANOS (3) HIJOS (4) | CONYUGUE (5)
ULCERA GASTRICA (1) 11 12 13 14 15
GASTRITIS (2) 21 22 23 24 25
CANCER DE ESTOMAGO (3) 31 32 33 34 35
OTRO CANCER (4) 41 42 43 a4 45

SECCION H. ANTECEDENTES CLINICOS

H1. SE HACE USTED CHEQUEOS MEDICOS PERIODICOS?
1.SI0  2.NOOD

H2. HA SUFRIDO UD. ALGUNA DE ESTAS ENFERMEDADES?

SI(1) NO (2)

DIABETES
INSUFICIENCIA RENAL
CIRROSIS HEPATICA
ETS

H3. HA CONSUMIDO ALGUNO DE ESTOS MEDICAMENTOS?

HACE
SI@) | NO@) CUANTO?
ALKA-SELTZER
AINES
ESTEROIDES

ANTIACIDOS SUSP

H4. HA TENIDO ENDOSCOPIAS PREVIAS?
1.8 3. HACE CUANTO?

2.NO[l 4. DIAGNOSTICO?
H5. SE DETECTO H. pylori?

1.5l 2.NO[  3.HACE CUANTO?
H6. HA SUFRIDO DE LOS SIGUIENTES SINTOMAS?
sty | NO HACE
) CUANTO?

ARDOR

DOLOR EPIGASTRICO

VOMITO — NAUSEAS

LLENURA

ANEMIA

PERDIDA DE PESO

ANOREXIA

SANGRADO

DISFAGIA

REGURGITACION
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SECCION I. ANTECEDENTES DE TRATAMIENTO

I1. HA RECIBIDO TRATAMIENTO DE ERRADICACION PARA H. pylori?

1.S10 2.NO [ 3. NO SABE [
HACE CUANTO?

I2.CUANTAS VECES HA SIDO TRATADO?

I3. CON CUAL ESQUEMA HA SIDO TRATADO?
1. U METRONIDAZOL+AMOXICILINA+IBP

2. [1 CLARITROMICINA+AMOXICILINA+IBP

3. [1OTRO ESQUEMA DIFERENTE:

CUAL?

4.[1NO SABE

14. HA CONSUMIDO ANTIBIOTICOS PARA EL TRATAMIENTO DE OTRAS
INFECCIONES (AMOXICILINA, CLARITROMICINA, METRONIDAZOL):

0.NO [ 1.S10 3.NS [
CUAL:

HACE CUANTO?

I5. HA CONSUMIDO INHIBIDORES DE LA BOMBA
DE PROTONES?

0.NO U 1.S10 3.NS U
16.CUAL?

0. [1OMEPRAZOL

1. J ESOMEPRAZOL
2. 1 PANTOPRAZOL
3. U RABEPRAZOL
4.1 0OTRO:

HACE CUANTO?
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