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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria espiral, Gram negativa en forma de espiral o de “s”,
con flagelos polares, capaz de colonizar la mucosa gastrica humana y causar gastritis
cronica, ulceras gastricas, duodenales, cancer gastrico y linfoma del tejido linfoide asociado
a mucosa (MALT) (Ameiva et al, 2008), habita en el mucus y la superficie del epitelio
gastrico bajo condiciones microaerofilicas, con alta prevalencia en paises de economia
emergente, ademas es considerada la infeccidn bacteriana cronica mas comun en el mundo
(Correa S. et a,l 2016) se puede adquirir de forma oral—oral u oral-fecal en cualquier etapa
de la vida, por lo que se puede ver afectando nifios de temprana edad o personas adultas
mayores; la infeccion depende de muchos factores, entre ellos la influencia ambiental, los
factores inmunes y genéticos del huésped y los factores de virulencia del microorganismo.
La presencia de H. pylori en la mucosa estomacal genera una respuesta inmune e
inflamatoria, lo que conlleva a la produccion de citoquinas por parte de las células
epiteliales generando como consecuencia enfermedades gastricas tales como gastritis

cronica o atrofica, Ulcera péptica y Ulcera duodenal (Warren & Marshall, 1983).

H. pylori fue aislada por primera vez por Barry J. Marshall y J. Robin Warren en 1982,
quienes recibieron el premio Nobel en 2005 por descubrir el agente etioldgico de una
enfermedad, 100 afios después de que Robert Koch recibiera el mismo premio por un
hallazgo similar, demostrando la relacion entre Micobacterium tuberculosis y la

enfermedad pulmonar del mismo nombre. Transcurrié un siglo hasta que el comité Nobel
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volviera a entregar el galardon por el descubrimiento a las investigaciones de un agente

etiologico (Lopez et al, 2006).

Aunque la infeccion por H. pylori es altamente prevalente en pacientes con cancer
gastrico, la mayoria de las personas infectadas con H. pylori nunca desarrollan estas
neoplasias siendo las personas infectadas con H. pylori cagA+ quienes tienen mayor grado
de inflamacion y dafio en células epiteliales que personas infectadas con H. pylori cagA-.
CagA (Citotoquina asociada al gen A) aumenta la expresion de interleuquina Ia, If, IL-8 en
biopsias gastricas comparado con personas no infectadas o pacientes CagA-. (Blaser et al,
1995), esta es una proteina altamente inmunogénica presente en aproximadamente en un

rango del 50-70% de las cepas de H. pylori (Arévalo et al 2009).

La infeccidn crénica con H. pylori se considera como el principal factor de riesgo para
el desarrollo de enfermedades de gran mortalidad como linfoma MALT y adenocarcinoma

gastrico (Nomura et al, 1991).
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RESUMEN

Introduccion: La infeccion cronica con H. pylori se considera como el principal factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedades de gran mortalidad como linfoma MALT y
adenocarcinoma géastrico. En Colombia el Instituto Nacional de Cancerologia (INC) ha
realizado varios estudios relacionados con la presencia de factores de virulencia del H.
pylori y su asociacion con la patologia presentada, dentro de ellos los estudios demostraron
que cagA+, vacA+ podrian usarse como marcadores de virulencia de las cepas ya que estos
factores se encontraron con mayor frecuencia en pacientes con gastritis cronica y Ulcera
péptica que en pacientes con gastritis no atrofica. En la ciudad de Medellin la prevalencia
de la infeccion por H. pylori es del 77.2% discriminado por género, en hombres es del
78.4% y en mujeres del 72.6%; estos niveles de prevalencia estan de acuerdo al perfil de la
region latinoamericana, constituyendo un problema de salud publica debido a las altas tasas
de mortalidad en Colombia y América Latina.

Objetivo: Determinar si cepas de H. pylori de acuerdo a su composicion de genes y
alelos PAI, son resistentes al tratamiento con antibioticos y si a su vez poseen el mismo
genotipo.

Metodologia: De 100 pacientes con patologias gastricas se seleccionaron 32, con Ulcera
gastrica y Ulcera duodenal los cuales son tratados en la clinica SURA por el
gastroenterologo. Los pacientes oscilaron entre 25 y 69 afos. EI ADN total de la biopsia
fue aislado con kit de DNA Mini de Qiagen. Los genes cagA, iceAl, iceA2, babA2 y los
alelos del gen vacA: vacAsl/s2, vacAsla, vacAslb, vacAslc, vacAml, vacAm2, fueron

amplificados con sus 10 respectivas parejas de oligonucledtidos. Los datos fueron
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recogidos y tabulados cotejdndose la informacidn con el tratamiento con antibidticos. Un
andlisis estadistico fue realizado en el programa R, se hizo diferenciacion por edades y
Sexo.

Resultados: Los genes analizados de H. pylori se encuentran normalmente distribuidos
y son frecuentes en la poblacion del Valle de Aburra. La erradicacion de estas cepas en su
mayoria fue exitosa en los pacientes. Nueve pacientes portaron cepas con el gen vacA,
mientras que para los otros genes y alelos se pudo presentar una distribucion parecida entre
todos los pacientes, pero fueron mas prevalentes los alelos vacAsl/s2, vacAslc y vacAml
que el mismo cagA. La erradicacion de la bacteria fue mas efectiva en el género masculino
que femenino. Conclusién: La erradicacion fue variable y no tiene relacion con los genes y
alelos mencionados. Pacientes con cepas cagA negativo, vacAsl/s2 y vacAslc no todos
eliminaron la bacteria. Varios pacientes con genes y alelos negativos no eliminaron la
bacteria.

Los resultados demuestran un modelo tipico, por ejemplo se pudo evidenciar que
pacientes con la cepas H. pylori cagA positivo fue facil de erradicar, mientras que

vacAsl1/s2 y vacAslc no presentaron dificultad.
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1. PROBLEMA

1.1 TITULO

DETERMINACION DE PREVALENCIA USANDO GENES PAI COMO FACTOR DE
VIRULENCIA Y SU RELACION CON RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS, EN CEPAS
DE Helicobacter pylori AISLADAS DE BIOPSIAS GASTRICAS DE PACIENTES DEL

VALLE DE ABURRA

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

H. pylori es de gran importancia como agente etioldgico para el desarrollo del cancer
gastrico, pues aunque solo su presencia no desencadene la enfermedad, su presencia
combinada con los factores fisioldgicos del individuo y factores ambientales son los

causantes de la patologia (Otero et al, 2008).

En Colombia el Instituto Nacional de Cancerologia (INC) ha realizado varios estudios
relacionados con la presencia de factores de virulencia del H. pylori y su asociacion con la
patologia presentada, dentro de ellos los estudios demostraron que los genes cagA+, vacA+
podrian usarse como marcadores de virulencia de las cepas, ya que estos factores se
encontraron con mayor frecuencia en pacientes con gastritis cronica y ulcera péptica que en
pacientes con gastritis no atréfica (Cittelly et al, 2002). H. pylori es la principal causa de

gastritis cronica, Ulceras pépticas y duodenales (Marshall et al, 1985; Marshall et al, 1988;
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Marshall et al, 1989; Trespalacios et al, 2011). Sin embargo, los pacientes pueden
desarrollar complicaciones como cancer gastrico y linfoma MALT, cuyas variaciones
clinicas le son atribuidas a factores medioambientales, del huésped y de la bacteria, ya que
se ha asociado la severidad de éstas con los genes de virulencia que presenten la cepa

infectante.

En la ciudad de Medellin la prevalencia de la infeccion por H. pylori es del 77.2%
discriminado por género, en hombres es del 78.4% y en mujeres del 72.6%; estos niveles de
prevalencia estan de acuerdo al perfil de la regidn latinoamericana, constituyendo un
problema de salud publica debido a las altas tasas de mortalidad en Colombia y América

Latina, donde es altamente prevalente (Campuzano et al, 2007).

La escasa informacidn referente a cancer gastrico en el departamento de Antioquia, una
de las regiones mas pobladas del pais con méas de cinco millones de habitantes (DANE
2005 consultado el 20 de Abril de 2016), con un estimado actual de seis millones no
permite conocer exactamente el papel que juega la bacteria en la salud de sus habitantes, si
los infecta 0 no. Se precisa conocer a fondo el estado de la calidad de vida de esta
poblacion frente a H. pylori, patdgeno que seria portado por méas del 80% de los adultos
equivalentes aproximadamente a unos dos millones de personas. El dafio que puede causar
la bacteria por el enorme tamaiio de la poblacion, afecta no solo la red del sistema de salud
del departamento, sino que afecta también la fuerza laboral desde incapacidades y muertes

tempranas.
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La mucosa gastrica normalmente no contiene tejido linfoide, pero el tejido linfoide
asociado a mucosas siempre aparece en respuesta a la colonizacién por H. pylori; en raros
casos la poblaciéon monoclonal de células B puede incrementarse de este tejido y
lentamente proliferar a linfoma MALT, caso que ocurre en menos del 1% de pacientes
infectados con el microorganismo. Aungue ensayos aleatorios del efecto de la erradicacion
de H. pylori en pacientes con linfoma MALT no son factibles (Kusters et al, 2006), se
reporta que en varias serie de casos la erradicacion la bacteria puede permitir la remision
total en un rango aproximado entre el 60 al 80% de los pacientes, en quienes un 10%

continta con enfermedad minima residual.

El cancer gastrico es el mas frecuente en Colombia, sin diferencia entre ambos sexos y
representa la primera causa de muerte por cancer en el pais. Entre el 2000 y el 2008, la tasa
de mortalidad se ha mantenido relativamente constante, con diez muertes por cada 100.000
habitantes. Durante el periodo 2009-2010 se presentd una ligera disminucion, pasando a 9
muertes por 100.000 habitantes. En 2011 la tasa de mortalidad por cancer gastrico fue de
9,79 por 100.000 habitantes. La mayoria de los casos se diagnostican tardiamente,

resultando en altas tasas de mortalidad (Otero et al, 2008).

H. pylori es una bacteria resistente a algunos de los antibioticos usados para su
erradicacion (Castafio et al, 2013). Causante de patologias de tan alta mortalidad como las
mencionadas anteriormente 0 menos graves, pero igualmente costosas para el sistema de
salud como Ulceras o gastritis. Es de vital importancia saber si los pacientes que posean

infeccion por H. pylori, poseen una de las cepas resistentes e identificar sus factores de
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virulencia para formular un tratamiento acorde a las caracteristicas de la cepa que infecta a

cada paciente.

En esta investigacion pretendemos evaluar el dafio cromosémico de lineas celulares
humanas y animales, causado por la infeccion de H. pylori con un genotipo de virulencia
alta, cultivando dichas células con las cepas seleccionadas y de esta forma analizar el
numero de anomalias cromosdmicas a partir de un cultivo in vitro. Lo anterior hace parte
de un macroproyecto del las lineas de investigacion de los grupos GEBIOMIC (Genética y
Bioquimica de Microorganismos) y GRC (Genética Regeneracion y Cancer), acerca del
cancer gastrico. Debido a lo amplio y ambicioso de este proyecto se decidié focalizar esta
investigacion en uno de sus multiples tépicos, entre ellos: la identificacion de los factores

de virulencia y la identificacion de cepas para infectar las lineas celulares.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA

Las recomendaciones de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
de los Estados Unidos (CDC, por sus siglas del inglés), consisten en realizar pruebas de H.
pylori a pacientes con Ulceras de estbmago actuales o previas, pacientes después de una
cirugia de cancer gastrico o linfoma MALT, para que reciban tratamiento, mas no proponen
la realizacion de pruebas mas especificas como una identificacion genética para determinar
la presencia completa de la isla de patogenicidad PAI y su relacion con la resistencia a

ciertos antibidticos empleados en su erradicacion.

Lo que pretende la medicina moderna es hacer un estudio mas particularizado de sus

pacientes y estudiar sus genes antes de iniciar un tratamiento con antimicrobianos, lo cual
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es mucho mas objetivo que iniciar un tratamiento con antibioticos sin saber cuél es el
enemigo a tratar, con el riesgo latente de crear cepas resistentes, que a veces no son tan

virulentas.

Estudios previos en Colombia (Arévalo, 2009; Trespalacios 2011) han demostrado una
distribucion de los genes PAI con prevalencia de genes cagA+ en pacientes afectados por
Ulcera péptica, que permiten inferir que existe una asociacion entre los genes de virulencia
con cagA+ y pacientes afectados con dispepsia, Ulcera y linfoma MALT. Las preguntas que
pretendemos responder en este proyecto son: 1- saber si en el modelo estudiado en
pacientes del Valle de Aburra se presenta un mismo patron de factores de virulencia (cag,
vac, bab e ice) y 2- si la prevalencia de la Ulcera péptica, gastrica o duodenal, estan
asociada con bacterias H. pylori cag A+, 3- pretendiendo igualmente saber si existe una

relacion con resistencia o no a antibidticos.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Determinar si las cepas de Helicobacter pylori dependiendo de la composicion de su isla
de patogenicidad, son resistentes al tratamiento con antibidticos y si a su vez poseen el

mismo genotipo en varios pacientes.

1.4.2 Objetivos Especificos

Extraer el ADN de H. pylori, usando el kit de extraccion QUIAMP, partiendo de las

biopsias de pacientes con enfermedades gastricas.
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Identificar el genotipo de H. pylori que infecta a cada muestra gastrica con oligos

especificos.

Identificar en cepas de H. pylori la isla de patogenicidad mas completa en pacientes con

Ulcera péptica, dispepsia funcional o cancer gastrico.

1.5 JUSTIFICACION

Actualmente en Colombia no se realiza una identificacion genética, al menos parcial, de

la isla de patogenicidad para establecer el nivel de virulencia de las cepas de H. pylori.

Enfermedades terminales como el cancer gastrico, de alta prevalencia en Colombia y
América Latina y linfoma MALT, son de alto costo para el estado generando una carga
enorme para el sistema fiscal nacional; siendo H. pylori su principal agente etioldgico el
cual se puede erradicar con un tratamiento adecuado, este tipo de identificacion genética,
de ser un estandar nacional, podria no solo reducir los costos al erario publico sino que

reduciria la mortalidad en la poblacién colombiana.

Controlar una infeccién en el cuerpo humano es mucho maés fécil, con los antibiéticos
actuales y el diagnéstico adecuado, en lugar de apaciguar los efectos de una enfermedad
terminal. Tan solo una infeccion bacteriana tratada erroneamente puede causar patologias
de gran mortalidad, por lo cual es imperante dar inicio a estudios moleculares, de
identificacion genética del patdgeno, con el fin de disefiar un tratamiento adecuado para el

paciente con una cepa bacteriana en particular, ahorrando tiempo valioso, con el fin de
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disminuir la prevalencia de H. pylori y evitando el uso indiscriminado de antibiéticos. La

consigna es evitar la génesis de cepas resistentes en el tratamiento clasico.

1.6 ALCANCES Y LIMITACIONES

1.6.1 Alcances

El presente proyecto pretende buscar y no solo identificar la presencia de la isla de
patogenicidad PAI en las bacterias de los pacientes tratados, sino detectar cual de estos
pacientes tiene esta region de ADN mas completa: indicando asi el nivel de virulencia de
H. pylori presente en cada paciente y hallando una relacion entre una region PAI lo mas
completa posible, lo que permite obtener informacion de permanencia o erradicacion con el

uso de antibidticos, que desarrolla o no cepas resistentes a dichos antimicrobianos.

1.6.2 Limitaciones

En el desarrollo del presente proyecto, se pueden presentar retrasos en el cumplimiento
de los objetivos debido a demoras en la aprobacion de presupuestos, cotizaciones y envio
de materiales por parte de los proveedores de la Universidad de Antioquia e imprevistos

como un cese de actividades en la universidad.

1.7 DELIMITACION

1.7.1 Delimitacion Espacial

Este proyecto se llevoo a cabo en los siguientes laboratorios de la Ciudad Universitaria
de la Universidad de Antioquia (UdeA), ubicada en la calle 67 No. 53-108, Barrio Sevilla —

Medellin — Antioquia — Colombia:
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Genética Animal, ubicado en el blogue 7 aula 310,

Microbiologia, ubicado en el bloque 7 aula 225,

y en el laboratorio del grupo Genética Regeneracion y Cancer, torre 2 aula 432 de la
Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la misma institucion, ubicada en la calle 62

N° 52-59 Barrio Chagualo — Medellin — Antioquia — Colombia.

La UdeA es una universidad de caracter oficial acreditada como institucion universitaria

de alta calidad por el gobierno nacional de Colombia.

1.7.2 Delimitacién Temporal

Para la ejecucion de este proyecto se planed utilizar un tiempo de doce meses contados a

partir de la fecha de aprobacion del anteproyecto.

1.7.3 Delimitacién Conceptual

El proyecto de investigacion, se fundamentara en conceptos tales como:
Cultivo anaerobio.
Electroforesis.
Factores de virulencia.

Isla de patogenicidad (PAI).



Linfoma MALT.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Toxina CagA.

Ulcera péptica.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1. Antecedentes Empiricos

Para la elaboracién de este anteproyecto se realiz6 una busqueda en la base de datos
disponibles in silico en la Biblioteca Carlos Gaviria Diaz de la Universidad de Antioquia en
la ciudad de Medellin, en la cual se incluyen articulos cientificos de revistas indexadas, en
su gran mayoria internacionales, en las cuales se tuvo acceso a la informacion requerida a
partir de investigaciones previas desde los afios 80 incluyendo desde premios Nobel en
medicina, hasta estudios epidemioldgicos nacionales. Cada una de estas referencias

bibliogréficas se encuentra detallada en el capitulo 6, Referencias.

2.1.2. Antecedentes Bibliograficos.
Todas las referencias bibliograficas consultadas para este anteproyecto se encuentran

listadas detalladamente en el capitulo titulado Referencias.

2.2 MARCO TEORICO

Segun el Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER por siglas
del inglés) del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI, por sus siglas del
inglés), se calcul6 que en 2013, 21.600 individuos de los Estados Unidos serian

diagnosticados con cancer gastrico y que 10.990 moriran por este cancer. El cancer gastrico
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es la segunda causa mas comun de muertes relacionadas por cancer en el mundo, y cobré

aproximadamente 738.000 vidas en 2008 (Ferlay et al, 2010).

Dicho cancer es menos comun en los Estados Unidos y en otros paises occidentales que
en paises asiaticos y sudamericanos. En general, la incidencia del cancer gastrico esta
disminuyendo. Sin embargo, este descenso se presenta principalmente en los indices de
cancer gastrico no de la region del cardias (Anderson et al, 2010). El cancer gastrico del
cardias, el cual solia ser poco comun, ha subido en incidencia en décadas recientes (de
Martel, 2013). EIl cancer gastrico, o cancer de estdbmago, se consideraba antes como una

sola entidad.

Ahora, los cientificos dividen este cancer en dos clases principales: cancer gastrico del
cardias (cancer de la pulgada superior del estbmago, donde se une al es6fago) y cancer
gastrico no del cardias (cancer en todas las otras zonas del estomago). H. pylori tiene

diferentes relaciones con las dos clases principales de cancer gastrico.

La infeccion por H. pylori es la causa principal que se identifica para el cancer gastrico.
Otros factores de riesgo de cancer gastrico son la gastritis crénica; edad avanzada; sexo
masculino; una dieta rica en alimentos salados, ahumados o mal conservados, y pobre en
frutas y verduras; el tabaquismo; la anemia perniciosa; antecedentes de cirugia de estdmago
por padecimientos benignos; y antecedentes familiares de cancer de estomago (Forman et

al, 2006; Brenner et al, 2009).

Estudios epidemioldgicos realizados anteriormente han mostrado que los individuos

infectados por H. pylori tienen un riesgo mas alto de adenocarcinomas gastricos (Atherton
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et al, 2006; Kusters et al, 2006; Forman et al, 2001; Uemura et al, 2001). EI aumento de
riesgo parece estar restringido a cancer géastrico. Tal como lo reporté Forman (et al, 2001),
12 estudios de casos y controles de H. pylori y de cancer géastrico calculé que el riesgo de
cancer gastrico era casi seis veces mas alto para gente infectada por H. pylori que para
gente sin la infeccion. La comprobacion cientifica adicional de asociacion entre la
infeccion por H. pylori y el riesgo de cancer gastrico proviene de estudios como lo es el
Estudio de Prevencién de Céancer con Alfatocoferol y Betacarotene (ATBC) en Finlandia
(Olli et al, 1994). Al comparar los sujetos que presentaron cancer gastrico con los sujetos
de control sin céancer, los investigadores encontraron que los individuos infectados por H.

pylori tenian casi ocho veces mas riesgo de cancer gastrico (Kamangar et al, 2006).

Varios estudios han detectado una relacién inversa entre la infeccion por H. pylori y el
cancer gastrico del cardias, aunque la evidencia no es completamente congruente. La
posibilidad de una relacion inversa entre la bacteria y el cancer gastrico esta apoyada por la
disminucion correspondiente de los indices de infeccion por H. pylori, en los paises
occidentales en el siglo pasado, el resultado de una mejor higiene y el uso extendido de
antibidticos y el aumento de los indices de cancer gastrico del cardias en esas mismas
regiones (Ye et al, 2004, Kamangar et al, 2007). La evidencia epidemioldgica sugiere que
la infeccion por H. pylori puede estar asociada con un riesgo menor de adenocarcinoma
esofagico. Por ejemplo, un estudio grande de casos y controles en Suecia mostré que el
riesgo de adenocarcinoma esofagico en individuos infectados por H. pylori era un tercio de

los individuos sin infeccion (Hansen et al, 1999; Islami et al, 2008).
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Aunque no se sabe con certeza en qué forma la infeccion por H. pylori aumenta el riesgo
de céancer gastrico algunos investigadores especulan que la presencia por largo tiempo de
una reaccion inflamatoria, predispone las células epiteliales del revestimiento del estdmago
para convertirse en cancerosas. Esta idea se apoya en el resultado que una expresién mayor
de una sola citoquina (interleuquina-1-p) en el estdmago de ratones transgénicos, causa
inflamacién gastrica esporadica y cancer (Tu et al, 2008). El trastorno celular mayor que
resulta del dafio celular continuo podria aumentar la probabilidad de que las células formen

mutaciones dafiinas.

Una hipdtesis que puede explicar que haya menos riesgos de cancer gastrico del cardias
y de adenocarcinoma esofagico en individuos infectados por H. pylori esta relacionada con
la disminucion de acidez estomacal que se observa después de décadas de colonizacion por
H. pylori. Esta disminucion podria reducir el reflujo &cido en el eséfago, un factor principal

de riesgo de adenocarcinomas que afectan el estbmago superior y el es6fago.

Algunas bacterias de H. pylori usan un apéndice proteico como aguja para inyectar una
toxina producida por un gen llamado gen A asociado a citotoxina en las uniones en donde
se juntan las células del revestimiento del estémago (Bangoli et al, 2005; Wen & Moss,
2009). Esta toxina, conocida como CagA, altera la estructura de las células del estbmago y
permite que la bacteria se adhiera a ellas con mas facilidad. La exposicion a la toxina por
un tiempo largo causa inflamacion cronica. Sin embargo, no todas las cepas de H. pylori

portan el gen cagA. Las que si lo portan se clasifican como cagA positivas.
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Naomi Ohnishi et al, 2008 demostrd in vivo que cagA es una oncoproteina bacteriana cuya
expresion es suficiente para desarrollar neoplasias. La proteina CagA es traslocada a la
celula huésped gracias al ya mencionado sistema de secrecién tipo 1V, interactuando con
diversas vias de sefializacion, que desencadenan cambios en el citoesqueleto, en la
morfologia y en la movilidad de la célula huésped. Este mecanismo puede tener un efecto
oncogénico directo sobre las células del epitelio gastrico por su oncoproteina CagA y no
solamente de manera indirecta produciendo inflamacién persistente e hiperproliferacion
con el riesgo de que radicales libres lesionen el ADN de estas células en réapido

crecimiento. (Naomi Ohnishi et al, 2008).

La presencia de la isla de patogenicidad se ha estudiado usando como marcador el gen
cagA y en varios de estos estudios a nivel mundial se ha reportado asociacion entre la
presencia de este factor de virulencia y la severidad de la enfermedad presentada por el

paciente. (Hasan et al 2009)

Las toxinas producidas por la bacteria, una de ellas CagA, son las grandes responsables
del dafio tisular. La disrupcion de la pared de la mucosa gastrica se refiere al dafio que
puede realizar la bacteria sobre la misma. La proteina CagA es uno de los factores de
virulencia mas ampliamente estudiados en H. pylori, el cual es codificado por el gen cagA
localizado en un extremo del islote de patogenicidad cag (PAI); segmento de ADN el cual
tiene aproximadamente 40 pares de kilobases, posee 31 genes, de los cuales la mayoria son
codificantes para un sistema de secrecion llamado tipo IV (T4SS), que actia como una
inyeccion molecular para depositar en la célula huésped la proteina CagA, y muy

seguramente otras proteinas bacterianas (Trespalacios et al, 2011; Wen & Moss, 2009).
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Para que la proteina CagA pueda ingresar en la célula epitelial de la mucosa géstrica,
debe ser introducida a través del sistema de secrecion tipo IV (T4SS). Los 18 genes que
codifican para este sistema se encuentran ubicados en el islote de patogenicidad (cag PALI).
El sistema es un “organelo” 0 estructura filamentoso que luego de que es ensamblado se
localiza en un polo de la superficie bacteriana e interactGa especificamente con la integrina
a5B1, estableciendo un canal entre la bacteria y la célula que le permite a la primera
inyectar diferentes proteinas bacterianas, entre ellas CagA (Trespalacios et al, 2011,
Arévalo et al, 2009).

©
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Figura 1: Sistema de secrecion tipo 1V.

(Fuente: Trespalacios et al, 2011)

La comprobacion epidemiolégica sugiere que la infeccidn con cepas cagA positivas esta
asociada en especial con un riesgo mayor de cancer gastrico, con riesgos menores de cancer

gastrico del cardias y de adenocarcinoma esofagico.


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045364&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000454513&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046216&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046414&version=Patient&language=Spanish

34

En un metanalisis de 16 estudios de casos y controles llevado a cabo en el mundo en el
2003, indico que los individuos infectados por H. pylori con cagA+ tenian el doble de
riesgo de cancer gastrico que los individuos infectados por H. pylori sin cagA (Huang et al,
2003). Por otro lado, un estudio de casos y controles llevado a cabo en Suecia encontr6 que
la gente infectada por H. pylori con cagA+ tenia un riesgo significativamente reducido de
adenocarcinoma esofagico (Ye et al, 2004). De la misma forma, otro estudio de casos y
controles llevado a cabo en los Estados Unidos encontrd que la infeccion por H. pylori con
cagA+ estaba relacionada con un riesgo menor de adenocarcinoma esofagico y de céncer
gastrico del cardias combinados, pero que la infeccién con cepas sin cagA no estaba
asociada con el riesgo (Chow et al, 1998). Una investigacion reciente ha sugerido un
mecanismo potencial por el que cagA+ podria contribuir a la carcinogénesis gastrica. En
tres estudios, la infeccion por H. pylori con cagA+ estuvo asociada con la inactivacion de
las proteinas supresoras de tumores, incluida la p53 (André et al, 2010; Wei et al, 2010;

Tsang et al, 2010).

El linfoma géastrico MALT es un tipo poco comun de linfoma no Hodgkin que se
caracteriza por la multiplicacion lenta de linfocitos B, un tipo de célula inmunitaria, en el
revestimiento del estdbmago. Este cancer representa aproximadamente 12% del linfoma no
Hodgkin extraganglionar (afuera de los ganglios linfaticos) que ocurre en los hombres y
aproximadamente 18% del linfoma no Hodgkin extraganglionar en las mujeres (Wu et al,
2009). Durante el periodo de 1999 a 2003, la incidencia anual del linfoma gastrico MALT

en los Estados Unidos fue casi de un caso por cada 100.000 personas de la poblacion.
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Normalmente, el revestimiento del estobmago carece de tejido linfoide (sistema
inmunitario), pero la formacion de este tejido se estimula con frecuencia como respuesta a
la colonizacién del revestimiento por H. pylori (Kusters et al, 2006). Solo en pocos casos
este tejido hace que surja el linfoma MALT. Sin embargo, casi todos los pacientes con
linfoma géastrico MALT presentan signos de infeccion por H. pylori, y el riesgo de padecer
este tumor es mas de seis veces mayor en personas infectadas que en personas no
infectadas (Sagaert et al, 2010, Parsonnet et al, 1994). Un seguimiento a largo plazo de
datos de un estudio clinico aleatorizado llevado a cabo en Shandong, China, una region en
donde los indices de cancer gastrico son muy altos, encontré que el tratamiento a corto
plazo con antibidticos para erradicar H. pylori redujo la incidencia de cancer gastrico.
Durante un periodo de casi 15 afios después del tratamiento, la incidencia de cancer
géstrico se redujo casi 40% (Ma et al, 2012). Cuando se combinaron los resultados de este
estudio con los resultados de varios estudios mas pequefios para examinar los efectos en la
incidencia de cancer gastrico del tratamiento antibi6tico para erradicar H. pylori, se observo

una reduccién similar.

En Colombia la prevalencia de la infeccion por H. pylori es alta en todas las regiones y
adicional a esto se tienen identificadas las zonas donde el riesgo de contraer cancer gastrico
es mas alto, especificamente en la cordillera de los Andes, en comparacién con la costa
Pacifica (Sablet et al, 2010). Es necesario establecer politicas serias de prevencién que
propicien habitos de vida y alimentacion saludable, donde cabe sefialar que generalmente
en Colombia el consumo de frutas y verduras es deficiente (1.C.B.F., 2010) mientras que el

consumo de tabaco va en aumento.


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046683&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046298&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046356&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046356&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044409&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045364&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046634&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044671&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044195&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000454513&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044409&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046145&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045967&version=Patient&language=Spanish
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Durante los ultimos afios las tasas mas altas de mortalidad por céncer géastrico se
encuentran en los departamentos de Narifio Boyacd, Quindio, Cauca, Risaralda, Huila,
Norte de Santander, Tolima y Caldas, lo que puede estar relacionado tal y como se
menciona en el Atlas de Mortalidad por Cancer del Instituto Nacional de Cancerologia de
Colombia, con las diferencias en los patrones culturales y medioambientales de las regiones
de alta montafia que difieren de otras regiones como los valles de los rios, llanos orientales

y las zonas costeras (Trespalacios et al, 2011).

Segun los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC), las personas que tienen Ulceras activas de estomago o de duodeno o
antecedentes probados de Ulceras, deberan hacerse pruebas para H. pylori, y, si tienen la
infeccion, deberan recibir tratamiento. También se recomiendan las pruebas para la
infeccion por H. pylori y su tratamiento después de una reseccion (cirugia) de cancer

gastrico inicial y para linfoma géstrico MALT de bajo grado.

Sin embargo, la mayoria de los expertos estan de acuerdo en que la comprobacion
disponible no respalda que se hagan pruebas extendidas a la poblacién para la infeccion por

H. pylori y su erradicacion.

El instituto Nacional de Cancerologia de Colombia ha realizado diversos estudios de la
relacion que tiene la presencia de los factores de virulencia con el tipo de enfermedad
presentada, por ello surge el interés por conocer la distribucion de los diferentes genotipos
de H. pylori en Colombia y el principal interés de este trabajo en Antioquia, el cual tiene

como objeto ademas de conocer la distribucion de los genotipos, determinar la prevalencia


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000748140&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000748141&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046604&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046443&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044409&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045364&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046565&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045570&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000454513&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000454513&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045368&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046770&version=Patient&language=Spanish
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de estos dentro de la poblacion y poder visualizar a través de la identificacion genética que
porcentaje de la poblacion esta propensa a desarrollar una enfermedad clinica o patologias
géastricas avanzadas como el cancer gastrico o el linfoma tipo MALT , y comparando estos
genotipos con la literatura determinar las cepas resistentes a los antibidticos utilizados en el
tratamiento para ir mas alla de lo recomendado por los CDC y sentando un precedente que
sirva de apoyo a una posible modificacion de los protocolos establecidos
internacionalmente y se incluya la genotipificacion de las bacterias de H. pylori que

infecten a los pacientes colombianos.

2.3 MARCO CONCEPTUAL

Para el entendimiento del contenido del proyecto se proporciona un marco conceptual

fijando la atencion en los elementos centrales.

Factores de virulencia: Son caracteristicas intrinsecas de la bacteria. Los factores de
virulencia de un organismo tipicamente son proteinas u otras moléculas sintetizadas por
enzimas y codificadas por genes en el ADN cromosémico, del bacteriéfago o de plasmidos,
los cuales le otorgan el grado de patogenicidad de un serotipo, de una cepa o de una colonia
microbiana en un huésped susceptible.

Isla de patogenicidad PAI: Una isla de patogenicidad es una fraccion del ADN
genémico de un microorganismo patégeno que le faculta como virulento. Suele estar
contenido en plasmidos, y su origen es una transferencia horizontal de material genético.

Suele albergar las secuencias codificantes de adhesinas, factores de evasion de las defensas
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del hospedador, toxinas, enzimas degradativas de componentes celulares, entre otros. Una
cepa de H. pylori con una isla de patogenicidad PAI lo mas completa posible posee méas
factores de virulencia que le confieren una mayor eficiencia a la hora de llevar a cabo la
infeccion (B. A. Salih et al, 2014).

Linfoma MALT: EIl linfoma géstrico MALT es un tipo poco comdn de linfoma no
Hodgkin que se caracteriza por la multiplicacion lenta de linfocitos B,o leucocitos de los
cuales depende la inmunidad, en el revestimiento del estbmago. Este cancer representa
aproximadamente 12% del linfoma no Hodgkin extraganglionar que ocurre en los hombres
y aproximadamente 18% del linfoma no Hodgkin extraganglionar en las mujeres. Durante
el periodo de 1999 a 2003, la incidencia anual del linfoma gastrico MALT en los Estados
Unidos fue casi de un caso por cada 100.000 personas de la poblacion.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Esta es una técnica de biologia
molecular que permite amplificar ADN artificialmente, o sacar muchas copias de una
secuencia genética especifica por medio de ciclos repetitivos, dirigidos por unos
oligonucleotidos mediante una enzima ADN-POLIMERASA. El equipo llamado
Termociclador se encarga de ajustar las temperaturas necesarias para todas las reacciones
se llama Termociclador. EI ADN se abre y se cierra como si se tratase de una cremallera
por efecto del calor, se desnaturaliza a 92°C, en una primera etapa que se llama
Desnaturalizacion, los oligonucledtidos se unen al ADN molde entre los 42°C y 65°C, (a
esta temperatura se le llama Tm)y este paso recibe el nombre de Alineamiento. En el
siguiente paso, Extension, la ADN-POLIMERASA une los 4 dNTPS con su par
complementario en la hebra de cadena sencilla recientemente desnaturalizada. Estos pasos

conforman un ciclo, el cual vuelve a reiniciarse una vez la temperatura sube hasta los 92°C
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para desnaturalizar de nuevo la cadena recientemente creada. La Elongacion Final es una
etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C durante 5-15 minutos tras el
ualtimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante sea
totalmente amplificado.

Toxina BabA: es una proteina de membrana externa de 78 kDa, codificada por el gen
babA, BabA que media la union de H. pylori a un grupo de antigenos sanguineos
fucosilados presente en las células del epitelio gastrico de individuos secretores (Kusters et
al 2006). Estudios en tres cepas (26695, J99 y HPAG1) de H. pylori han reportado la
presencia de genes babA y babB en diferente localizacion genémica, adicionalmente en la
cepa 26695 se encontr6 la presencia de otro gen similar a babA y babB, babC cuya funcion
aun se desconoce. babA se ha encontrado tanto en el locus B como en el locus C e incluso
se han encontrado copias de babA en dos locus diferentes lo cual nos podria indicar la
recombinacion intragendmica que realiza el microorganismo (Yamaoka et al 2008 y
Trespalacios et al 2011). Hay dos alelos distintos del gen, babAl y babA2 pero solamente
babA2 puede codificar para la proteina completa y activa (Kusters et al 2006). Esto
posiblemente se deba a que el gen babAl se encuentra silenciado motivo por el cual se
expresa el gen babA2; la razén por la cual no se expresa babAl es por la presencia de una
deleccion en el péptido sefial de 10 pb en la que se elimina el codén de iniciacion
traduccional. Sin embargo, en otras cepas de H.pylori no se ha encontrado ausencia de este
coddn de inicio por lo que se ha reportado como una mutacion.

Toxina CagA: CagA (citoguina asociada al gen A), proteina la cual es uno de los
factores de virulencia mas ampliamente estudiados en H. pylori. Es codificada por el gen

cagA, localizado en un extremo del islote de patogenicidad cag (PAI); este es un segmento
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de ADN de aproximadamente 40 pares de kilobases que fue incorporada al genoma de H.
pylori por transferencia horizontal de un origen desconocido. Contiene 31 genes, muchos
de los cuales codifican para un sistema de secrecion tipo IV (T4SS), que actia como una
jeringa molecular para liberar en la célula huésped la proteina CagA, peptidoglicano y
probablemente otras proteinas bacterianas en el interior de las células eucariotas. CagA es
una proteina de 121 a 145 kDa inmunodominante, con actividad toxica para la célula de la
mucosa gastrica. La presencia de CagA normalmente se utiliza como un marcador de la
presencia de la region cag (PAI) en estudios epidemioldgicos. Induce cambios
morfoldgicos en las células epiteliales y han sido asociadas con un incremento en el riesgo
de carcinogénesis gastrica (Kusters et al 2006), caracterizados por rearreglos en el
citoesqueleto que conducen a una elongacion celular o fenotipo en forma de colibri.
También esta asociada al crecimiento descontrolado de la célula epitelial géstrica, induce la

produccion de IL-8 , apoptosis, inflamacidn severa, ulceras e incluso tumores.

Toxina VacA: Es codificada por el gen vacA, presenta variaciones su actividad
vacuolizante debido a la heterogeneidad dentro del gen vacA. Estructuralmente comprende
dos partes variables; una region s y existe como alelo s1 o s2 (sla, slb, slc). La region
media del gen (region m) puede tener los alelos m1 0 m2.

Los tipos de combinaciones alélicas entre las regiones s y m determinan la produccion y
el tipo de actividad de la citoquina, ya que por ejemplo cepas con la combinacion vacA
sl/ml producen grandes cantidades de toxina por lo que tienen una alta actividad
vacuolizante. Las cepas vacA s1/m2 producen cantidades moderadas de toxina y su

actividad vacuolizante también es moderada, mientras que las cepas vacA s2/m2 producen
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muy poca toxina o no producen. Induce acidificacion aumento de urea, aniones y bases
débiles gracias a que contiene una bomba de protones tipo ATPasa.

La acumulacion de estos componentes en el lumen de la vacuola conlleva a la hinchazon
de la misma y aumento de la permeabilidad celular permitiendo la liberacion de nutrientes
y cationes que le permitiran al microorganismo sobrevivir.

Toxina IceA: Alelos iceAl e iceA2, se han considerado como un factor de virulencia
debido a que es inducido tras la adherencia del microorganismo a la célula epitelial
gastrica, y este tipo de interaccion induce la expresion de genes involucrados con virulencia
en otros patdgenos gastrointestinales. Aunque se desconoce la funcién bioldgica exacta de
iceA, es importante tener en cuenta que el que H. pylori tenga un gen que codifica para una
metilasa (hpyilM) y un gen que posiblemente codifica para una endonucleazas (iceAl)
indica que H. pylori tiene mecanismos que le permiten proteger su genoma de
endonucleazas, ADN fordneo. Las endonucleazas son enzimas que degradan el ADN
bacteriano, se podria decir que el microorganismo cuenta con su propio sistema de
restriccion y modificacion.

Ulcera: es toda lesion de la piel o membrana mucosa con forma crateriforme (forma de
un crater, al perderse parte del tejido) y con escasa o nula tendencia a la cicatrizacion. Una
Ulcera péptica o ulcus péptico es aquella que afecta la mucosa que recubre el estbmago o el
duodeno (la primera parte del intestino delgado). Se clasifican en Ulceras gastricas y Ulceras
duodenales, estas ultimas son mucho mas frecuentes. Las Ulceras pépticas pueden aparecer
tanto en las mujeres como en los hombres desde la infancia hasta edades avanzadas. Se
trata de una enfermedad comun que afecta a una de cada 10 personas en algin momento de

su vida. La causa de la ulcera es un desequilibrio entre los factores agresivos para la


https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino_delgado
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mucosa gastroduodenal y los defensivos. Entre los agentes agresivos los mas importantes
son la secrecion de acido gastrico que se realiza por las células parietales -secretoras de
acido clorhidrico-, la infeccion por la bacteria H. pylori (causante de la mayoria de los
casos) y los tratamientos con medicamentos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
como la aspirina y el ibuprofeno. Los factores protectores son la secrecion gastrica de moco
y bicarbonato, el flujo sanguineo adecuado a la mucosa gastroduodenal, los mecanismos
naturales de reparacion de la mucosa y la secrecion de prostaglandinas que estimulan la

produccion de moco Yy bicarbonato.

2.4 MARCO CONTEXTUAL

2.4.1 Entorno fisico

Se incluyeron pacientes con Ulcera gastrica y Ulcera péptica, entre las edades de 18 y 70
afios, remitidos a endoscopia digestiva para la extraccion de biopsias previo consentimiento
informado. Las biopsias se obtuvieron en la Clinica SURA y la Clinica el Rosario.

Este proyecto se llevd a cabo en una primera etapa en el laboratorio de la Ciudad
Universitaria de la Universidad de Antioquia (UdeA), ubicada en la calle 67 No. 53-108,

Barrio Sevilla — Medellin — Antioguia — Colombia:

Genética Animal, ubicado en el blogue 7 aula 310,


https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_parietal
https://es.wikipedia.org/wiki/Helicobacter_pylori
https://es.wikipedia.org/wiki/AINE
https://es.wikipedia.org/wiki/Aspirina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ibuprofeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina
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Microbiologia, ubicado en el bloque 7 aula 225,

Y una segunda etapa en el laboratorio del grupo Genética Regeneracion y Cancer, torre
2 aula 432 de la Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de la misma institucion, ubicada

en la calle 62 N° 52-59 Barrio Chagualo — Medellin — Antioquia — Colombia.

La UdeA es una universidad de caracter oficial acreditada como institucion universitaria

de alta calidad por el gobierno nacional de Colombia.

2.4.2 Mision de la UdeA

Somos una universidad pablica que en ejercicio pleno de su autonomia se compromete
con la formacion integral del talento humano, con criterios de excelencia, la generacion y
difusion del conocimiento en los diversos campos del saber y la preservacion y

revitalizacion del patrimonio cultural.

2.4.3 Vision de la UdeA

En el afio 2016, seremos la principal universidad de investigacion del pais y una de las
mejores de América Latina, con pregrados y posgrados de excelencia académica
internacional, lideres en el aporte a la transformacién socioeconémica del pais, y un au-
téntico escenario de la diversidad y el dialogo intercultural, en el marco del respeto por el

pluralismo y el ambiente.
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2.5. MARCO LEGAL

Este proyecto de investigacion estd respaldado por el acuerdo firmado entre la
Universidad de Antioquia y la Universidad Francisco de Paula Santander, documento que
lleva como titulo, CONVENIO INTERINSTITUCIONAL DE COOPERACION
CELEBRADO ENTRE LA UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER Y
LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA — FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y

NATURALES (INSTITUTO DE BIOLOGIA). El cual se presentara junto con los anexos.

Los protocolos seguidos con los pacientes fueron evaluados por los comités de Etica de la
Universidad de Antioquia, las Clinicas del Rosario y la EPS Sura. Todos los pacientes
firmaron los consentimientos informados y estuvieron completamente de acuerdo de

participar en el estudio.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Investigacion segun el proposito: Aplicada, ya que lleva a la préactica teorias generales

para resolver las necesidades concretas en pacientes con patologias gastricas.

Investigacion segun el nivel: Descriptiva y Correlacional, ya que se quiere determinar
la prevalencia de los factores de virulencia y establecer la correlacién porque se pretende
medir el grado de relacion entre las cepas altamente virulentas y la erradicacion con el

tratamiento de antibi6ticos.

Investigacion segun la estrategia: Experimental, debido a que tiene una hipotesis que

se pretende comprobar y se realizan estudios de laboratorio con las biopsias géastricas.

3.2 POBLACION OBJETO Y MUESTRA

3.2.1 Poblacién

Pacientes con patologias gastricas tales como Ulcera gastrica y Ulcera duodenal los

cuales son tratados en la clinica SURA por el gastroenter6logo Rodrigo Castafio

A su vez comprenden la poblacion, el autor, director y asesores del proyecto.
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3.2.2 Muestra

Serén seleccionados los pacientes con patologias gastricas después de el tratamiento con
antibioticos que aun reporten la presencia de H. pylori. Ademas se planea hacer un estudio
de cohorte a 24 meses con aquellos pacientes que presentan las cepas mas virulentas, pero

este no es el objetivo de este proyecto de investigacion.

3.2.3 Hipdtesis

La alta prevalencia de los factores de virulencia, superior al 70%, en las biopsias
gastricas de los pacientes del valle de Aburra seleccionados para el estudio.

Los pacientes con cepas muy virulentas debido a su genotipo, es decir con la isla de
patogenicidad mas completa, presentan resistencia al tratamiento con antibidticos

aplicados, (Claritromicina, Levofloxacina, Metronidazol)

3.2.4 Variables

Variable principal: Prevalencia de los factores de virulencia de biopsias gastricas de

pacientes del Valle de Aburra.

Variables Sociodemograficas:

Edad,

Sexo (F o M),
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Estrato (1 a 6),
Fumar (1=Si, 0=No),
Alto consumo de sal (1=Si, 0=No),

Consumo de frutas y verduras (bajo, medio, alto).

Variables de resultados:

Erradicacion (1=Si, 0=No): Corresponde a aquellas que luego del tratamiento
con antibidtico se observa aun presencia de H. pylori.

Presencia de los genes cagA, vacA, babA, iceA (1=Si, 0=No).

3.3 FASES DE LA INVESTIGACION

Este proyecto se dividi6 en 5 fases:
Fase . Comprendié la revision bibliogréafica en la base de datos especializada en la
biblioteca Carlos Gaviria de la UdeA, para este proyecto se tuvo en cuenta una bibliografia

de articulos cientificos en su gran mayoria tanto histéricos como recientes con impacto.

Fase 1. Comprendio el primer procesamiento que se le da a las biopsias gastricas que se
encontraban el laboratorio de GRC, en esta fase se realizard un inventario de las muestras y
se seleccionaran las adecuadas para el proyecto de acuerdo con lo reactivos gque se cuentan,
ademas se procesaran para hacer la extraccion de ADN bacteriano y se realizara el

procedimiento molecular de genotipificacion.
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Fase Ill. En esta fase se seleccionaron las cepas con la isla de patogenicidad mas
completa para su almacenamiento y posterior uso, esta fase comprende el segundo

procesamiento de las muestras.

Fase IV. Este es el pendltimo paso del proyecto en el cual se realizaron los analisis
estadisticos detallados en la seccion 3.5 TECNICAS DE ANALISIS Y
PROCESAMIENTO DE DATOS. Es la etapa final de todo el proyecto de investigacion y
comprende el tiempo empleado para la elaboracion y preparacion del informe final asi

como de la sustentacién ante los jurados en la UFPS.

3.4 INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE LA INFORMACION

Dentro de la investigacion se tuvo en cuenta dos tipos de fuentes para obtener la

informacion necesaria;

3.4.1 Fuentes primarias

Mauricio Corredor Rodriguez Ph.D. Ciencias Fisiologia y Genética. Universidad de
Paris XI. Profesor Asociado, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia Director del
proyecto.

Mauricio Camargo Guerrero, Ph.D. Genética Humana y Biologia Celular, Universidad
de Minesota, Investigador Senior (IS), Instituto de Biologia, director del laboratorio GRC,

Universidad de Antioquia.
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Rodrigo  Castafio  Llanos, Meédico, Universidad Pontificia  Bolivariana,
Gastroenterélogo, Universidad de Antioquia. Grupo de Gastrohepatologia Universidad de

Antioquia.

Diego Chavez, estudiante de Estadistica de la Universidad de Antioquia, asesor Técnico
y Metodoldgico y Estadistico del grupo GEBIOMIC.

Lina Marcela Barrera Arenas Biologa Msc., estudiante de Doctorado en Biologia,
Universidad de Antioquia.

Gloria Angélica Santa Gonzalez Bidloga Msc., estudiante de Doctorado en Biologia,
Universidad de Antioquia.

Grupo Genética y Bioquimica de Microorganismos, GEBIOMIC, Grupo Genética

Regeneracion y Cancer, GRC, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia.

3.4.2 Fuentes secundarias

Bases de datos bibliograficas especializadas de la Biblioteca Carlos Gaviria,
Universidad de Antioquia.

Historias Clinicas de los pacientes con patologias gastricas del gastroenterélogo Rodrigo
Castafo.

Resultados de pruebas de laboratorio

3.5 TECNICAS DE ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Se realizé estadistica descriptiva univariada y bivariada de las variables de estudio. Se

establecio la prevalencia de los factores de virulencia de biopsias gastricas de pacientes del
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Valle de Aburra. Ademas, se llevd a cabo un analisis de correlacion entre las variables de

estudio.

3.6 PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS GASTRICAS.

Recoleccién y transporte de muestras.

Congelacién y descongelacién de muestras.

PROCEDIMIENTO MOLECULAR

Obtencién de pellets bacterianos a
partir del macerado de la biopsia

Extraccion de DNA de las bacterias.

PCR y Electroforesis.

Figura 2: Esquema general de procesamiento de las biopsias gastricas y el ADN bacteriano.
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3.6.1 Recoleccion de Muestras

Se incluyeron pacientes con Ulcera géastrica y Ulcera péptica, entre las edades de 25 y 69
afios, remitidos a endoscopia digestiva para la extraccion de biopsias previo consentimiento

informado. Las biopsias se obtendran en Clinica SURA y la Clinica el Rosario.

El médico tratante realizo la endoscopia digestiva tomando 5 biopsias gastricas. Estas
biopsias fueron colectadas y conservadas en un criovial estéril de 2 ml, el cual contenia 800
uL de medio de cultivo con 800 uL de RPMI y 200 uL de glicerol a una concentracion del
20% previamente esterilizado. Las biopsias fueron utilizadas asi: Una primera biopsia se
utilizé para pruebas moleculares, y las demas fueron preservadas para estudios posteriores.
Cabe aclarar que, la toma de biopsias se realiza estando el paciente en pleno conocimiento
del estudio y habiendo firmado previamente el consentimiento informado. Una vez
colectadas las muestras, las biopsias se mantuvieron en una nevera con gel refrigerante para
mantener la cadena de frio. Asi mismo fueron transportadas hasta la sede de investigacion
universitaria de la Universidad de Antioquia donde fueron congeladas a -20°C y -70°

hasta su posterior procesamiento.

3.6.2 Macerado de las Biopsias

Se sacé la biopsia de la nevera a -70°C e introducirla a una nevera de icopor con geles
refrigerantes hasta su descongelacion.
Una vez descongeladas las biopsias, se sacaron del criovial con ayuda de un asa de aro

estéril.
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Se introdujo la biopsia en un tubo de ensayo estéril.

Se adicionar 50ul de la mezcla de RPMI con glicerol del criovial de donde se retird la
biopsia.

Se Macerd la biopsia mientras se sigue adicionando 50ul del medio del criovial, hasta
completar un volumen de 300 pl.

De ser necesario se continua el macerado hasta la destruccion total del tejido.

Los crioviales con las muestras maceradas fueron almacenados hasta su posterior uso

para la extraccion de ADN.

3.6.3 Extraccion de ADN

Luego de la maceraciéon del tejido (biopsia) en frio, en tubos falcon con ayuda de barras

de vidrio estériles, se llevo a cabo el protocolo del QlAamp® ADN Mini de QIAGEN.

3.6.4 Protocolo de Extraccion de ADN

Se tomaron 100uL de cada criovial con muestra macerada y de ser necesario se continu6
con la destruccion parcial del tejido y homogenizo la muestra con 200 uL del buffer AL.

Se agregaron 20 uL de proteinasa k a cada criovial, con ayuda del vortex.

Esta mezcla se incubd a 56°C por dos horas agitando con vértex cada 20 minutos.

Se adicion6 200 uL de tampdén AL agitando con vortex y se incubd a 70°C por 10
minutos.

Se adicion6 200 uL de etanol al 100%, se agito por vortex 15 segundos.
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La totalidad de esta mezcla se deposito en una columna de centrifugacion QIAMP vy se
centrifugd a 8000 rpm por 1minuto.

Se depositd la columna en un nuevo tubo de recogida y se afiadio 500 uL de buffer
AW1,y seguido a esto se centrifugo a 8000 rpm por 1 minuto.

En un nuevo tubo de recogida se agregd a la columna 500 uL del buffer AW2 y se
centrifugé a 14000 rpm por 3 minutos.

A continuacion la columna se colocé en un tobo de microcentrifugado de 1.5ml nuevo se
le afiadieron 200 uL de buffer AE y se incuba a temperatura ambiente.

Durante 1 minuto y se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto. Este ultimo paso se realizd

dos veces y el ADN obtenido se guard6 congelado a -20°C hasta su posterior utilizacion.

3.6.5 Reacciéon en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, nos permitio amplificar artificialmente las
secuencias que forman los genes PAI seleccionados para esta parte del proyecto, entre los
cuales estan, cagA, babA, iceA y vacA, los oligonucleédtidos para cada uno de los genes y

sus respectivos alelos se encuentran detallados en la

Tabla 1.



Tabla 1: Lista de oligonucle6tidos utilizados en este estudio.
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Gen | Oligonucleotidos Referencia Ul
F TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG 55,9°C
cagA R CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTC C Van Doorn,L.J. 1998
vacA FATG GAAATA CAA CAA ACA CAC Atherton, J.C,1995, Erzin, Y. 55.5°C
R CTG CTT GAA TGC GCC AAA C :
s1/s2 2006
FGTC AGC ATC ACA CCG CAAC . o
vacAsla | RCTG CTT GAA TGC GCC AAA C Erzin, Y. 2006 96.3°C
F AGC GCC ATA CCG CAA GAG . o
vacAslb | RCTG CTT GAA TGC GCC AAA C Erzin, Y. 2006 56.8°C
FTTAGTTTCT CTC GCT TTAGTR GGG YT . 56.6°C
VaCASIC | b TG CTT GAA TGC GCC AAA C Erzin, Y. 2006
F GGT CAA AAT GCG GTC ATG G o
vacAml | RCCATTG GTA CCT GTA GAA AC Atherton, J.C,1995 52.5°C
) F.GTGTTT TTAACC AAAGTATC Van Doorn, ]_998,Ch0mvarin, 47.74°C
iceAl R.CTA TAG CCA STY TCT TTG CA M.L. 2008 ,
. F GTT GGG TAT ATC ACA ATT TAT . 46.7°C
iceA2 R TTT CCC TAT TTT CTA GTA GGT Chomvarin, M.L, 2008
F AAT CCA AAA AGG AGA AAA AGT ATG AAA - o
babA2 R TGT TAG TGA TTT CGG TGT AGG ACA Erzin, Y. 2006 53.9°C
F GCA GCC CCA GGA AAC ATT G - .
vacAm2 | R CAT AAC TAG CGG CTT CGA Erzin, Y. 2006 55.2°C

Fuente: Trespalacios AA. et al, 2011).
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Cada una de las biopsias gastricas se genotipificd para detectar cuales poseen la isla de
patogenicidad mas completa en su genoma y de esta forma identificar las cepas més

virulentas para un posterior cultivo. El procedimiento de la PCR esta detallado en la Figura

3.

PCR

Se calcula la concentracion de primers.

Los primers son resuspendidos con agua libre de RNAsas hasta alcanzar la concentracion stock
y luego diluidos a la concentracion de trabajo.

Cada tubo eppendorf contiene:

PCR Master Mix: la cual contiene la enzima taq polimerasa, Zn y Mg.
Primers: preparados a las concentraciones de trabajo
Agua:Libre de RNAsas Proporcionada por el Kit
Muestra de ADN a amplificar.

El termocilcador es programado de acuerdo
a las necesidades.

En la programacion se ajustan las temperaturas
de cada uno de los pasos de la reaccion el Tm de los primers
el tiempo de duracion de los ciclos.

Figura 3: Resumen del procedimiento general a seguir para llevar a cabo la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa.



3.6.6 Contenido de cada Reaccién
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Dentro de cada tubo de reaccion se depositaron los siguientes componentes y sus

respectivos volumenes. La Tabla 2 muestra los volimenes que se usan con cada

componente.

Tabla 2: Listado de los reactivos de la PCR.

Componente Volumen
Solucién Maestra PCR 12.5uL
Agua 4.5uL
Oligo Reverso 1.5uL
Oligo Directo 1.5uL
ADN 5uL
Total 25uL

3.6.7 Programacion del Termociclador

Paso |
Paso I
Paso 111
Paso IV
Paso V
Paso VI
Paso VII
Paso VIII

95°C 3 minutos
95°C 30 segundos
Tm 30 segundos
72°C 1 minuto
GO TO STEP 2 39 ciclos
72°C 5 minutos
8°C 12 horas
Fin
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La temperatura (melting) TM de cada primer puede consultarse en la Tabla 1. Una vez
concluidos los 40 ciclos, se retiraban las muestras del termociclador y se almacenaban a -

20°C hasta el momento de la preparacion del gel.

3.6.8 Electroforesis en Gel de Agarosa

Para identificar los genes PAI, los productos de PCR amplificados se llevan a un gel de
agarosa al 1% tefiido con 120uL de Bromuro de Etidio y mezclados con un colorante
(colorante de carga 2uL Thermo Scientific), utilizando TAE 1X como tampdn de corrida.
Se utilizé una corriente de 60V por 90 minutos y el gel se revel6 en un Fotodocumentador.

El procedimiento se describe en el diagrama de flujo mostrado en la Figura 4.
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ELECTROFORESIS

Gel de agarosa al 1%

Preparacion:
El Volumen de la cama del gel es de 120ml

En un Erlenmeyer se mezclan 120 ml de TAE 1X y 1.2g de agarosa
para obtener una concentracion del 1%.
esta mezcla se calienta en un horno microondas y se agita para homogenizar

| Cuando la mezcla ebulle se
deja enfriar y se le agregan
120pl de Bromuro de etidio.

Se sirve en la cama y se coloca
el peine del tamafio requerido hasta
que el gel se solidifica.

Estando el gel siempre protegido de la luz, se procede a inundar la
camara con TAE 1X y las muestras se mezclan con el colorante.
Luego las muestras se depositan en los pozos del gel.

Se conecta la fuente de poder y se
ajusta a un voltaje de 60V por un tiempo
de 90 a 120 minutos, siempre
protegido de la luz.

Transcurrido el tiempo de
corrida se procede a
revelar el gel.

Este revelado se lleva a cabo en el
transiluminador o en el
Fotodocumntador, dependiendo de la
disponibilidad de los equipos.

Figura 4: Bosquejo simplificado del protocolo de Electroforesis en gel de Agarosa.

Luego de haber realizado la genotipificacion completa se escogieron un maximo de 5

cepas con la isla de patogenicidad mas completa o con la mayor cantidad de factores de
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virulencia, para cultivar la bacteria pura a partir de las biopsias gastricas, en un medio de
cultivo selectivo para H. Pylori de acuerdo a lo reportado por (Trespalacios AA. et al
2011). Dichas biopsias fueron almacenadas para su posterior cultivo y analisis, que hace

parte de una posterior investigacion.

3.7 Recoleccion de datos de tratamiento de los Pacientes
Se va a usar el formato mostrado en la Tabla 3 para recabar la informacion de los pacientes.

Tabla 3: Formato para recolectar la informacién de los pacientes.

CODIGO DE NOMBRE CODIGO DE | ENTIDAD | EDAD | GRUPO FECHA DE DIAGNOSTICO Tipo M Atrofia | TTo | Erradica | GENOTIPOS | Antibiéticos
RECOLLECCION | PACIENTE BARRAS ETAREO RECOLECCION Gastritis usados

Recaida

3.8 Tratamiento Estadistico

Los datos moleculares obtenidos de los genes de la isla PAI de cada cepa H. pylori

fueron correlacionados con los datos de tratamiento con antibidticos.

Se determind el porcentaje de resistencia a Claritromicina y Levofloxacina, asi como el

porcentaje de presencia del gen cagA y los diferentes alelos en los aislamientos analizados.

Se busco asociacion entre la presencia de los genes de virulencia y la resistencia a los

antibioticos.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

Se analizaron 32 biopsias de antro gastrico, todas con presencia de H. pylori segun el
estudio de histopatologia realizado por cada EPS, el cual nos fue suministrado por el

gastroenterologo tratante de cada paciente.

A las 32 muestras se les realiz6 extraccion de ADN, PCR vy electroforesis en gel de
agarosa para determinar la presencia o ausencia de los genes a estudiar. Todas las tablas y

graficas presentadas a continuacion son de elaboracion propia.

La eficiencia de los tratamientos a los que fue sometido cada paciente, y si dichos
tratamientos con antibiéticos lograron erradicar la bacteria causante de las patologias
diagnosticadas, fue uno de los propositos de esta investigacion, con el fin de detectar genes
presentes en biopsias gastricas de pacientes terminales victimas de cancer gastrico,
adenocarcinoma o linfoma MALT, reportados en otros estudios, en pacientes con un
diagnostico temprano de patologias gastricas leves en comparacion con estadios de dichas

patologias demasiado avanzados.

A continuacién, se presentan tablas, graficas e imagenes que sustentan los resultados
obtenidos en el proyecto, incluyendo el Diagndstico de cada paciente, tratamiento al cual
fue sometido, se suministraron dos tipos de tratamientos con antibioticos, uno con
Levofloxacina y otro con Claritromicina; asi como el genotipo de cada paciente
identificado con un codigo asignado por el equipo investigador para proteger su identidad.

Los datos fueron analizados para lograr determinar la prevalencia de la isla de
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patogenicidad (PALI) en estos pacientes y ademas identificar si poseian una cepa resistente o

no a cierto antibiotico usado en el tratamiento.

4.1 Definicion de Variables
La Tabla 4 muestra la definicion de las variables utilizadas en ésta investigacion, con su

correspondiente codificacion.
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Tabla 4: Definicion de variables.

Numero formado por uno o dos digitos, seguido de tres letras, que
identifican el sitio de toma de la muestra.

SUR: Clinica Suramericana

CER: Clinica El Rosario

Centro hospitalario donde se realizo el procedimiento de toma de
muestra

Edad de los pacientes.
Grupo de edad al cual pertenece el paciente

Diagndstico entregado por el Médico tratante, tomado de la
historia clinica.

Nivel de Gastritis:

G. Crénica no atréfica = 1
G. Cronica atrofica = 2

G. Cronica activa= 3
Metaplasia Intestinal:
Ausencia =0

Presencia =1

Atrofia:

Ausencia=0

Presencia =1

Combinacién de dos antibiéticos (A=Amoxicilina,
C=Claritromicina, L=Levofloxacina) y un Bloqueador de la
Bomba de Protones:

BBP,A,C=1

BBP, A, L=2

No=0
Si=1

No=0
Si=1

4.2 Variables sociodemogréficas de los pacientes

La Tabla 5 muestra los datos del diagnostico dado por el médico gastrohepatélogo
Rodrigo Castafio Llano, coinvestigador de esta investigacion, junto con algunos datos
propios de cada paciente proporcionados por ellos mismos, previa firma del consentimiento
informado. (Ver anexos al final de la tesis). Por cuestiones éticas no se muestran los datos

personales que permitan identificar al paciente.



Tabla 5: Variables Sociodemograficas de los Pacientes.

No. CODIGO ENTIDAD | EDAD GRUPO GENERO
1 HP0001 SUR SURA 51 46-55 F
2 HP0012 SUR SURA 57 56 0 més M
3 HP0016 CER SURA 62 56 0 més F
4 HP0016 SUR SURA 64 56 0 més F
5 HP002 SUR SURA 66 56 0 més M
6 HP003 SUR SURA 53 46-55 F
7 HP0038 SUR SURA 37 36-45 M
8 HP004 CER SURA 26 25-35 F
9 HP0042 SUR SURA 32 25-35 M
10 HP0045 SUR SURA 35 25-35 F
11 HP0047 SUR SURA 26 25-35 M
12 HP0049 SUR SURA 53 46-55 F
13 HP005 SUR SURA 60 56 0 més F
14 HP0061 SUR SURA 25 25-35 F
15 HP0065 SUR SURA 30 25-35 F
16 HP0071 SUR SURA 58 46-55 F
17 HP001ROS CER 49 46-55 F
18 HP002ROS CER 43 36-45 F
19 HP0029 SUR SURA 62 36-45 F
20 HP0030 SUR SURA 39 36-45 F
21 HP0031 SUR SURA 56 46-55 F
22 HP0046 SUR SURA 46 46-55 F
23 HP0048 SUR SURA 45 35-45 M
24 HP0052 SUR SURA 66 56 0 més M
25 HP0054 SUR SURA 34 25-35 F
26 HP0060 SUR SURA 58 56 0 més M
27 HP0062 SUR SURA 49 46-55 F
28 HP0063 SUR SURA 28 25-55 F
29 HP0068 SUR SURA 48 46-45 M
30 HP0070 SUR SURA 31 25-35 F
31 HP009 CER CER 69 56 0 més M
32 HPOO3ROS CER 47 46-55 F

4.3Diagnostico y Tratamiento

La , causante de la infeccién.
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Tabla 6 muestra el resultado del diagnostico de los pacientes, el tratamiento al que fueron

sometidos y si tuvo o no erradicacion de la bacteria H. pylori, causante de la infeccion.
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Tabla 6: Diagnostico y tratamiento.

DIAGNOSTICO TRATAMIENTO
No. | CODIGO Gastritis | MI | Atrofia| TTo Erradica
1 HP0001 SUR 1 0 0 1 0
2 HP0012 SUR 1 0 0 1 1
3 HPO0016 CER 1 0 0 2 1
4 HP0016 SUR 1 0 0 1 0
5 HP002 SUR 1 0 0 1 0
6 HP003 SUR 3 0 0 2 1
7 HP0038 SUR 1 0 0 2 1
8 HP004 CER 3 0 0 2 1
9 HP0042 SUR 1 0 0 2 1
10 HP0045 SUR 1 0 0 1 1
11 HP0047 SUR 1 0 0 2 1
12 HP0049 SUR 1 0 0 1 0
13 HP005 SUR 2 1 1 2 0
14 HP0061 SUR 1 0 0 1 1
15 HP0065 SUR 2 0 0 1 0
16 HP0071 SUR 2 1 1 1 1
17 HP001ROS 3 0 0 2 1
18 | HPO02ROS 3 0 0 2 1
19 HP0029 SUR 2 1 1 2 1
20 | HP0030 SUR 1 0 0 1 1
21 HP0031 SUR 1 0 0 1 0
22 HP0046 SUR 3 0 0 2 1
23 | HP0048 SUR 1 0 0 2 1
24 HP0052 SUR 1 0 0 2 1
25 HPO0054 SUR 1 0 0 2 1
26 | HP0060 SUR 2 1 1 2 1
27 HP0062 SUR 3 0 0 2 1
28 HP0063 SUR 1 0 0 2 1
29 | HP0068 SUR 3 0 0 2 1
30 | HPO0070 SUR 1 0 0 2 1
31 HPO009 CER 2 1 1 2 1
32 HPOO3ROS 3 0 0 1 0

4.4 Geles de Agarosa

La Figura 5 muestra la escala de pesos moleculares con la que se trabajo y el nombre del
marcador de peso molecular, aclarando que se usaron geles de agarosa al 1% en los cuales

se pueden visualizar los productos de PCR amplificados de los genes y alelos en mencion.
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3% TopVision™ LE GO Agarase #R0491)

1XTBE,5Vicm, 1 h
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— 700 200
— 500 325
- 400 3.0

300  90.0
— 200 350
— 150  35.0
— 100  90.0
— 75 KT
— 50 40.0
— 25 7.0

0.5 pafane, 8 cm length gd,

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder
0’'GeneRuler™ Low Range DNA Ladder,

%

6.0

6.5
7.0

18.0

7.0
7.0

18.0
7.5

8.0

10% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 2 0cm kength gel,
1XTBE, 8Vicm, 3 h

Figura 5: Peso molecular en escalera de fragmentos de ADN.
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4.4.1 Gen cagA
La Figura 6 muestra una fotografia del gel de agarosa 1% que contiene las 32 muestras

analizadas y entre ellas las 10 cagA (+). El gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con
Bromuro de etidio al 1%, nos ensefia pozos con muestras de ADN de los pozos 2 al 36, los
pozos 27, 28, 37, 38 y 39 se encuentran vacios el marcador de peso molecular se encuentra
en el pozo 1y 40. Se buscaba identificar una banda de 183 bp correspondiente al gen cagA.
En esta ocasion se observan bandas en el lugar correcto de cuerdo al marcador de peso

molecular correspondiente a cagA 183bp.

W

Figura 6: Gel gen cagA.

La Tabla 7 muestra el orden de las muestras cagA cargadas en los pozos. La presencia
de dicho gen se codifica con un “1” en la columna a la derecha del codigo del paciente.
Como dato importante aparece que el total de pacientes cuya cepa de H. pylori tiene el gen

cagA en su isla de patogenicidad es 10. También contiene dos muestras de dos pacientes
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que fueron excluidos de los andlisis estadisticos de este estudio, HPOO9SUR y HP044SUR
(marcadas con *), luego de realizar las pruebas moleculares mencionadas, porque no se
logré recabar la totalidad de los datos necesarios para poder incluirlos en esta investigacion
debido a que su historia clinica estaba incompleta. Asi, de 32 muestras de ADN de H.
pylori analizadas en el laboratorio se detectd la presencia de 9 muestras positivas (con
informacion completa) para el gen cagA. En esta como en todas las fotografias, el control
negativo se puede observar en la Ultima posicién junto al marcador de peso molecular
ubicado en el extremo derecho década fotografia de cada gel de agarosa.

Tabla 7: Lista de muestras cagA

POZO CONTENIDO  cagA(+) POZO CONTENIDO cagA(+)
1 GENERULER 0 21 HP045SUR 1
2 HPO71SUR 1 22 HPO16CER 0
3 HPOO4CER 0 23 HPO68SUR 0
4 HP042SUR 1 24 HPO54SUR 0
5 HP012SUR 0 25 HPO63SUR 0
6 HP016SUR 0 26 HPO70SUR 0
7 HP047SUR 0 27 VACIO 0
8 HPOO01SUR 0 28 VACIO 0
9 HPOO9SUR 0* 29 HPOO3ROS 0
10 HPOO3SUR 1 30 HP0001ROS 1
11 HPO065SUR 1 31 HPO02ROS 1
12 HPO60SUR 0 32 HPO2SUR 0
13 HP062SUR 0 33 HPO5SUR 0
14 HP052SUR 1 34 HPO9CER 0
15 HP044SUR 1* 35 HP049SUR 0
16 HP048SUR 0 36 HPO61SUR 1
17 HP046SUR 0 37 HPO38SUR 0
18 HP031SUR 0 38 VACIO 0
19 HP029SUR 0 39 VACIO 0
20 HPO30SUR 0 40 GENERULER 0

TOTAL 10
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4.4.2 Gen vacA

Alelo s1s2.

La Figura 7 muestra una fotografia del gel de agarosa 1% que contiene las 32 muestras
analizadas y entre ellas las 25 con la sub region vacAsl/s2 en su isla de patogenicidad. El
gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con Bromuro de Etidio al 1%, nos muestra pozos
con muestras de ADN, de los pozos 2 al 36, el marcador de peso molecular se encuentra en
el pozo 1y 40. Se buscaba encontrar una banda de 259 bp correspondiente a la regién s1y
de 286bp para la region 2s. En esta ocasion se observan bandas en el lugar correcto de
cuerdo al marcador de peso molecular para vacAsl/s2 259bp/286bp. Este y todos los geles
con productos de PCR fueron revelados en un transiluminador UV. En esta figura se
muestra una banda de 259 pares de bases para la region sl y 286 pares de bases para la
region s2. La flecha roja indica la banda de 300bp del marcador de peso molecular con el

fin de facilitar la ubicacion de la banda del alelo vacAs1/s2.

La presencia del gen vacA se tipifico con la presencia de las regiones o alelos s1s2, sla,

slb, slc, m1y m2 del gen vacA.
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vacAsl/s2

259/286 bp

300bn

Figura 7: Gel gen vacAsl/s2.

En la Tabla 8 se hace referencia a los pozos cargados con ADN bacteriano y su
respectivo cddigo correspondiente a cada biopsia. En ella se muestra el orden de las
muestras cargadas en los pozos. Como dato importante se muestran los 25 pacientes
infectados con una cepa de H. pylori que tiene el alelo vacAsl/s2 en su isla de
patogenicidad. La presencia de dicha sub region del gen se contabiliza con un “1” a la

derecha del codigo del paciente.
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Se encontrd la presencia de los alelos vacAsl/s2 en el 75% de las 32 muestras de ADN de
H. pylori estudiadas, siendo esta la sub region mas frecuente entre las biopsias de cada
paciente. En esta como en todas las fotografias, el control negativo se puede observar en la
ultima posicion junto al marcador de peso molecular ubicado en el extremo derecho década

fotografia de cada gel de agarosa.



Tabla 8: Lista de muestras vacAs1/s2.

POZO CONTENIDO vacAsl/s2 |POZO CONTENIDO vacAsl/s2
1 GENERULER 0 21 HP045SUR 1
2 HP071SUR 1 22 HPO16CER 1
3 HPOO4CER 0 23 HPO068SUR 0
4 HP042SUR 1 24 HP054SUR 1
5 HP012SUR 1 25 HPO63SUR 0
6 HP016SUR 1 26 HPO70SUR 1
7 HP047SUR 1 27 HPOO3ROS 1
8 HP001SUR 1 28 HP0O001ROS 1
9 HPOO9SUR™* 1 29 HP002ROS 1
10 HPOO3SUR 1 30 HPO2SUR 1
11 HPO65SUR 1 31 HPO5SUR 0
12 HPO60SUR 1 32 HPO9CER 1
13 HP062SUR 0 33 HP049SUR 0
14 HP052SUR 1 34 HP061SUR 1
15 HP044SUR* 0 35 HPO38SUR 1
16 HP048SUR 0 36 CONTROL 0
17 HP046SUR 1 37 GENERULER 0
18 HP031SUR 1 TOTAL 25
19 HP029SUR 0
20 HPO30SUR 1

71
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Alelo sla

La Figura 8 muestra la fotografia del gel de agarosa al 1% que contiene las 32 muestras
analizadas y entre ellas las 9 vacAsla(+), en esta figura se muestra una banda de 190 pares

de bases para la region sla. Con ayuda de una flecha roja se sefiala la posicion de la banda.

vacAsla

190 bp

200bp —»

Figura 8: Gel gen vacAsla.

La Tabla 9 muestra el total de pacientes infectados con una cepa de H. pylori que
contiene el alelo sla del gen vacA en su isla de patogenicidad. En el caso de este alelo son

9 pacientes correspondientes a un 28.13% de la muestra.

Se encontr6 la presencia del alelo vacAsla en el 28.13% de los 32 pacientes analizados
como se muestra contabilizado en la Tabla 9, y de forma visual en la Figura 8 en la cual se
observa el gel de agarosa al 1% y en donde se pueden observar los productos de PCR y
las bandas de 190 pares de bases correspondientes al alelo vacAsla en los respectivos

carriles 0 pozos.
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En los carriles 1 y 37 se encontraba el marcador de peso molecular Gene Ruler Low
Range DNA Ladder, las muestras de ADN de H. pylori se encontraban depositadas de los
pozos 2 al 35, en el pozo o carril 36 corrié el control negativo. En los pozos 9 y 15 se
encontraban las muestras de los pacientes HPOO09SUR y HP0044SUR respectivamente, los
cuales no fueron incluidos en el andlisis estadistico debido a falta de datos necesarios para
completar los registros. En esta como en todas las fotografias, el control negativo se puede
observar en la ultima posicién junto al marcador de peso molecular ubicado en el extremo

derecho década fotografia de cada gel de agarosa.

Tabla 9: Lista de muestras vacAsla

POZO CONTENIDO vacAsla POZO CONTENIDO vacAsla

1 GENERULER 0 19 HP0029SUR 0
2 HP0071SUR 0 20 HP0OO30SUR 0
3 HPOO04CER 1 21 HP0045SUR 1
4 HP0042SUR 0 22 HPO016CER 0
5 HPO012SUR 0 23 HPO068SUR 0
6 HPOO016SUR 1 24 HPO0054SUR 0
7 HP0047SUR 0 25 HP0063SUR 0
8 HP0001SUR 0 26 HP0070SUR 0
9 HPOO09SUR* 0 27 HPOOO3ROS 0
10 HPOOO3SUR 1 28 HPO001ROS 0
11 HPOO065SUR 1 29 HPO02ROS 0
12 HPOO60SUR 0 30 HPO02SUR 0
13 HP0062SUR 1 31 HPOO5SUR 0
14 HP0052SUR 0 32 HPOO9CER 1
15 HP0044SUR* 0 33 HP0049SUR 0
16 HP0048SUR 0 34 HPO0061SUR 1
17 HPO0046SUR 1 35 HPO038SUR 0
18 HPO0031SUR 0 36 CONTROL 0
37 GENERULER 0

TOTAL 9
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Alelo s1b

La Figura 9 muestra la fotografia del gel de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de
etidio al 1% en el que se observan las 3 bandas de 187 pares de bases del subtipo alelo

s1b del gen vacA.

Figura 9: Gel gen vacAs1b.

La Tabla 10 muestra el listado del total de pacientes cuyo subtipo s1b del gen vacA, se
encuentra presente en la isla de patogenicidad de la cepa de H. pylori que lo infecta. En el

caso de este alelo son 3 pacientes correspondientes a un 9.4%

Como resultado de los analisis de laboratorio se encontrd que, del total de pacientes, el
9.4% tenian el alelo vacAslb lo cual quiere decir que este porcentaje de la muestra, es decir
3 pacientes, tienen una cepa de H. pylori con el subtipo vacAslb en su isla de patogenicidad

tal y como se puede apreciar en la fotografia del gel de agarosa de la Figura 9, en la cual se
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observan las bandas de 187 pares de bases propias de esta region y los carriles en los cuales
se encontraban depositados los productos de PCR. El orden de los carriles se observa en la

Tabla 10 en donde también se contabiliza el total de los pacientes positivos para este alelo.

En esta como en todas las fotografias, el control negativo se puede observar en la Gltima
posicion junto al marcador de peso molecular ubicado en el extremo derecho década

fotografia de cada gel de agarosa.

Tabla 10: Lista de muestras vacAslb(+)

POZO CONTENIDO vacAslb POZO CONTENIDO vacAslb
1 GENERULER 0 20 HPOO30SUR 0
2 HP0071SUR 1 21 HPO0045SUR 0
3 HPOO04CER 0 22 HP0016CER 0
4 HP0042SUR 0 23 HP0068SUR 0
5 HP0012SUR 0 24 HP0054SUR 0
6 HPOO016SUR 0 25 HPO0063SUR 0
7 HP0047SUR 0 26 HPOO070SUR 0
8 HPOO001SUR 0 27 HPOO03ROS 0
9 HPOO09SUR* 0 28 HP0001ROS 0
10 HPOO03SUR 1 29 HP0O02ROS 0
11 HP0O065SUR 0 30 HPO02SUR 0
12 HPOO60SUR 0 31 HPOO5SUR 0
13 HP0062SUR 0 32 HPOO9CER 0
14 HPO0052SUR 1 88 HPO0049SUR 0
15 HP0044SUR* 0 34 HP0061SUR 0
16 HP0048SUR 0 35 HP0038SUR 0
17 HP0046SUR 0 36 CONTROL 0
18 HPO0031SUR 0 37 GENERULER 0
19 HP0029SUR 0 TOTAL 3




76

Alelo slc

En la Figura 10 se observa la fotografia del gel de agarosa al 1% y tefiido con Bromuro
de Etidio al 1%, en el cual se identifican las 21 bandas de 220 pares de bases
correspondientes al alelo slc del gen vacA. A su vez es posible apreciar las bandas en el

lugar correspondiente de acuerdo tamafio de las mismas.

1 2 345 6 7 8 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
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Figura 10: Gel gen vacAslc.

En la Tabla 11 se contabiliza el total de los pacientes infectados con la cepa de H. pylori

que contiene el alelo vacAslc en su isla de patogenicidad.

Este total corresponde al 59.4% de los pacientes del presente estudio. En total 19
pacientes poseen una cepa con esta region en su genoma, del total de 32 pacientes que

conforman la muestra de este estudio.

En la Tabla 11 se encuentran marcados con un asterisco los pacientes HPO0O09SUR vy
HP0044SUR también positivos, en este caso, no se incluyeron en el analisis estadistico

debido a que su historia clinica estaba incompleta, y no fue posible contactar al paciente
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para el andlisis de resultados de las pruebas moleculares. Los resultados de estos dos
pacientes tan solo se reportaron ya que igual tienen validez clinica pero para efectos de este
estudio fueron excluidos y serén analizados en estudios posteriores. En esta como en todas
las fotografias, el control negativo se puede observar en la ultima posicion junto al
marcador de peso molecular ubicado en el extremo derecho década fotografia de cada gel

de agarosa.

Tabla 11: Lista de muestras vacAslc

POZO CONTENIDO vacAslc POZO CONTENIDO vacAslc

1 GENERULER 0 19 HP0029SUR 1
2 HP0071SUR 1 20 HPOO30SUR 0
3 HPOOO4CER 0 21 HPO0045SUR 1
4 HP0042SUR 1 22 HPOO016CER 1
5 HPO0012SUR 1 23 HPO068SUR 0
6 HP0016SUR 1 24 HP0054SUR 1
7 HP0047SUR 0 25 HP0O063SUR 0
8 HP0001SUR 1 26 HP0070SUR 0
9 HPOOO9SUR™* 1 27 HPOOO3ROS 1
10 HPOOO3SUR 1 28 HPO001ROS 1
11 HPOO065SUR 1 29 HPO02ROS 1
12 HPOO60SUR 1 30 HPO02SUR 1
13 HP0062SUR 0 31 HPOO5SUR 0
14 HP0052SUR 1 32 HPOO9CER 0
15 HP0044SUR* 1 33 HPO0049SUR 1
16 HPO0048SUR 1 34 HPO0061SUR 0
17 HPO0046SUR 0 35 HPO038SUR 0
18 HP0031SUR 0 36 CONTROL 0
37 GENERULER 0

TOTAL 21
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Alelo ml

En la Figura 11 el marcador de peso molecular de 100 bp no se puede observar, pero
sirve de constancia de que la banda corresponde a las 290 bp del alelo m1 del gen vacA
al encontrarse por debajo de la banda de peso molecular correspondiente a 300 bp. En
la Figura 11 se observan dos flechas rojas que indican la posicion de las bandas de
marcador de peso molecular para 500bp y para 300bp con el fin de ayudar a ubicar mas
facilmente las bandas del alelo m1 del gen vacA. En ésta fotografia, del gel de agarosa
al 1% tefiido con Bromuro de Etidio al 1%, se pueden observar las 14 bandas de 290 bp
correspondientes a la subregion m1 del gen vacA. En esta como en todas las fotografias,
el control negativo se puede observar en la Gltima posicién junto al marcador de peso

molecular ubicado en el extremo derecho década fotografia de cada gel de agarosa.

vacAml

290 bp

500bp
300bp

HU IR &

Figura 11: Gel gen vacAm1.
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En total fueron 13 los pacientes infectados con una cepa de H. pylori que posee esta
subregidn en su isla de patogenicidad, correspondientes a un 40.6% del total de pacientes

analizados en este estudio.

El paciente con codigo HP0044SUR tambien resultd positivo para este alelo pero no se
incluyé en los analisis estadisticos. En la Tabla 12 se puede comprobar la cantidad de
pacientes con el alelo vacAm1 de acuerdo a los resultados arojados por la electroforesis de

los productos de PCR de este alelo.

Tabla 12: Lista de muestras vacAm1.

POZO CONTENIDO VacAml| POZO CONTENIDO VacAml
1 GENRULER 0 19 HP0029SUR 0
2 HP0071SUR 20 HPOO30SUR
3 HPOOO4CER 21 HP0045SUR
4 HP0042SUR 22 HPO016CER
5 HPO0012SUR 23 HPO068SUR
6
7
8
9

HP0016SUR 24 HP0O054SUR
25 HPO063SUR
26 HP0O070SUR
HPOO09SUR* 27 HPOO003ROS

1
0
1
0
0
HP0047SUR 1
0
0
10 HPOOO3SUR 1 28 HPO001ROS
1
0
0
1
1
0
0
1

HP0001SUR

11 HPO065SUR 29 HP002ROS
12 HPOO60SUR 30 HP002SUR
13 HP0062SUR 31 HPOOSSUR
14 HP0052SUR 32 HPOO9CER
15 HP0044SUR* 33 HP0049SUR
16 HP0048SUR 34 HPO061SUR
17 HPO0046SUR 35 HPO038SUR
18 HP0031SUR 36 CONTROL
37 GENRULER

TOTAL 14

O O O P OO0 O F P P OO OO o O k- -
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Alelo m2.

En este caso el marcador de peso molecular de 100bp puede observarse mas claramente,
la flecha roja indica la posicion de la banda del alelo vacAm2 de 352bp entre las posiciones
de 300bp y 400bp del marcador de peso molecular Gene Ruler Low Range DNA Ladder.

Figura 5.

De acuerdo con la fotografia del gel de agarosa de la Figura 12 fueron 7 los pacientes
infectados con una cepa de H. pylori que posee el alelo vacAm2 del gen vacA

correspondientes al 21.9% de la muestra.
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Figura 12: Gel gen vacAm2.

En la Tabla 13 se presenta un listado de los 7 pacientes vacAm2 (+) en la que ademas se
indica la posicion de los productos de PCR en los carriles del gel de agarosa indicando con

un uno “1” la presencia o con un cero “0” la ausencia de el gen vacAm2. Vale aclarar que



81

los resultados se reportaron de esta forma para todos los genes y sus respectivos alelos o

subtipos.
Tabla 13: Lista de muestras vacAm2
POZO CONTENIDO VacAm2 |POZO CONTENIDO  VacAm2
1 GENERULER 0 20 HP0O030SUR 0
2 HP0071SUR 0 21 HP0045SUR 0
3 HP0004CER 0 22 HP0016CER 1
4 HP0042SUR 0 23 HP0068SUR 1
5 HP0012SUR 0 24 HP0054SUR 0
6 HP0016SUR 0 25 HP0063SUR 0
7 HP0047SUR 0 26 HP0070SUR 0
8 HP0001SUR 0 27 HP0003ROS 0
9 HPOO09SUR* 0 28 HP0O001ROS 1
10 HP0003SUR 0 29 HP002ROS 0
11 HP0065SUR 0 30 HP0O02SUR 0
12 HP0060SUR 1 31 HPOO5SUR 0
13 HP0062SUR 1 32 HPO09CER 1
14 HP0052SUR 0 33 HP0049SUR 0
15 HP0044SUR* 0 34 HP0061SUR 0
16 HP0048SUR 0 35 HP0038SUR 0
17 HP0046SUR 0 36 CONTROL 0
18 HP0031SUR 0 37 GENERULER 0
19 HP0029SUR 1 TOTAL 7

4.4.3 Gen babA

Se encontré el alelo babA2 del gen babA en el 6.2% de las muestras analizadas, ya que

es el unico que codifica la proteina completa.

En la Figura 13 se muestra el gel agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con Bromuro de

Etidio 1%, nos ensefia pozos con muestras de ADN de los pozos 2 al 36, los pozos 1y 40

corresponden al marcador de peso molecular. De acuerdo con la fotografia del gel de
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agarosa, fueron 2 los pacientes infectados con una cepa de H. pylory que posee el gen

babA2 correspondientes al 6.25% de la muestra.

En la Figura 13 se puede observar la banda de 832 bp del alelo babA2 claramente

identificada y con la ayuda de la flecha roja se sefiala sobre el marcador de peso molecular

que el tamafio de la banda es el esperado.

Figura 13: Gel gen babA2.

En la Tabla 14 se presenta un listado de los pacientes babA2 (+) en la que ademas se
indica la posicion de los productos de PCR en los carriles del gel de agarosa indicando con
un uno “1” la presencia o con un cero “0” la ausencia del alelo babA2 del gen vacA. Vale

aclarar que los resultados se reportaron de esta forma para todos los genes y sus respectivos

alelos o subtipos.



Tabla 14: Lista de muestras babA2

POZO CONTENIDO  babA2 POZO CONTENIDO  bhabA2
1 GENERULER 0 20 HPO030SUR 0
2 HP0071SUR 0 21 HP0045SUR 0
3 HPO004CER 0 22 HPO0016CER 0
4 HP0042SUR 0 23 HP0068SUR 0
5 HP0012SUR 0 24 HP0054SUR 0
6 HP0016SUR 0 25 HP0063SUR 0
7 HP0047SUR 0 26 HP0070SUR 0
8 HPO0001SUR 0 27 HPO00O3ROS 0
9 HPOO09SUR* 0 28 HPO0001ROS 0
10 HPOO03SUR 1 29 HP002ROS 0
11 HPO0065SUR 0 30 HP002SUR 0
12 HPO060SUR 0 31 HPOO5SUR 0
13 HP0062SUR 0 32 HPO09CER 0
14 HP0052SUR 0 33 HP0049SUR 0
15 HP0044SUR* 0 34 HP0061SUR 1
16 HP0048SUR 0 35 HP0038SUR 0
17 HP0046SUR 0 36 CONTROL 0
18 HP0031SUR 0 40 GENERULER 0
19 HP0029SUR 0 TOTAL 2
4.4.4 Gen iceA
Alelo iceAl.
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Las flechas rojas en la Figura 14 sefialan las bandas de marcador de peso molecular

sobre las cuales se ubica la banda del alelo iceAl correspondiente a 247bp, como se

observa en la figura, dicha banda se encuentra entre las bandas de 200bp y 300bp del
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marcador de peso molecular. La banda de 100bp del marcador de peso molecular no se

puede observar en esta fotografia.

En la Figura 14 se pueden observar las 9 que corresponden a pacientes infectados con
cepas de H. pylori, con este alelo en la isla de patogenicidad. El paciente HPOO0O9SUR
también posee una de estas cepas y fue reportado como positivo pero no se incluyé en los
analisis estadisticos por falta de datos en la historia clinica, de esta forma es imposible

tenerlo en cuenta.

iceAl

247bp

300bp
200bp

A AML AR B

Figura 14: Gel gen iceAl.

La Tabla 15 muestra el total de pacientes, incluidos los 9 que estaban infectados con
una cepa de H. pylori que contenia el alelo iceAl del gen iceA en su isla de patogenicidad.
El paciente de cddigo HPOOO9SUR es iceAl (+) se reportd en esta tabla, mas no fue

incluido en los andlisis estadisticos debido a falta de datos en su historia clinica.



Tabla 15: Lista de muestras iceAl

POZO CONTENIDO iceAl POZO CONTENIDO iceAl
1 GENERULER 0 20 HPOO30SUR 0
2 HP0071SUR 1 21 HPO0045SUR 0
3 HPOO04CER 0 22 HP0016CER 0
4 HP0042SUR 1 23 HPO068SUR 0
5 HP0012SUR 0 24 HP0054SUR 0
6 HPOO016SUR 1 25 HPO063SUR 0
7 HP0047SUR 0 26 HP0070SUR 0
8 HPOO01SUR 1 27 HPOOO3ROS 0
9 HPOO09SUR* 1 28 HP0001ROS 0
10 HPOOO3SUR 0 29 HP002ROS 0
11 HP0O065SUR 1 30 HPO02SUR 1
12 HPOO60SUR 1 31 HPOO5SUR 0
13 HP0062SUR 0 32 HPOO9CER 0
14 HPO0052SUR 0 88 HPO0049SUR 0
15 HP0044SUR* 0 34 HP0061SUR 0
16 HP0048SUR 0 35 HPO038SUR 1
17 HP0046SUR 0 36 CONTROL 0
18 HPO0031SUR 0 40 GENERULER 0
19 HP0029SUR 0 TOTAL 9

Subtipo iceA2
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En la Figura 15 se observa el gel de agarosa en el cual se encuentran las bandas de

229bp correspondientes al gen iceA2 que se encontraron en 5 de las cepas que infectan

a cada paciente analizado en este estudio correspondientes al 15.6% del total.
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En los carriles 1 y 38 se encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 37 el
control negativo y de los carriles 2 al 36 las muestras de ADN de H pylori. Se necesita
de la ayuda de dos flechas rojas para indicar la posicion del marcador de peso

molecular y ubicar la banda del alelo iceA2 ya que la banda indicadora para 100bp del

marcador de peso molecular no puede observarse a simple vista.
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Figura 15: Gel gen iceA2.

En la Tabla 16 se presenta el listado total de los pacientes incluidos los 5 infectados con

una cepa que posee el gen iceA2 en su isla de patogenicidad



Tabla 16: Lista de muestras iceA2

POZO CONTENIDO iceA2 POZO CONTENIDO iceA2
1 GENE RULLER 0 20 HPOO30SUR 0
2 HP0071SUR 1 21 HP0045SUR 0
3 HPOO04CER 0 22 HP0016CER 0
4 HP0042SUR 0 23 HP0068SUR 0
5 HP0012SUR 0 24 HP0054SUR 0
6 HP0016SUR 0 25 HP0063SUR 0
7 HP0047SUR 1 26 HP0070SUR 0
8 HPOO01SUR 0 27 HPOOO3ROS 0
9 HPOO09SUR* 0 28 HP0001ROS 0
10 HPOOO3SUR 0 29 HP002ROS 0
11 HP0065SUR 1 30 HPO02SUR 0
12 HPOO60SUR 0 31 HPOO5SUR 0
13 HP0062SUR 0 32 HPOO9CER 0
14 HP0052SUR 1 56 HPO0049SUR 0
15 HP0044SUR* 0 34 HP0061SUR 1
16 HP0048SUR 0 35 HPO038SUR 0
17 HP0046SUR 0 36 CONTROL 0
18 HPO031SUR 0 37 HGENEH 0
19 HP0029SUR 0 TOTAL 5

4.5 Genotipo de la cepa que infecta cada paciente.
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Todos los datos presentados con anterioridad se resumen en la Tabla de Genotipo (Tabla

17) en la cual se detalla la presencia o ausencia de cada gen y su respectivo subtipo con un

uno “1” para indicar la presencia o un cero “0” para indicar la ausencia de cada uno de los

genes o alelos. Asi como en la Tabla 6 se resume el diagndstico de cada uno de los pacientes

informacién que conforma la base de datos que se elabord a partir de los resultados de esta

investigacion y se presenta en este documento.



Tabla 17: Genotipo de la cepa que infecta cada paciente.
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Factor

No | CODIGO | cagA | vacAs1/s2 |vacAsia | VACAST | VACAST | vacAm | . amo | baba2 | iceat | '6A vmﬂinci

a
1 |HPOO3SUR| 1 1 1 1 1 1 0 1 0 | o 7
2 | HPOOS5 | 1 1 1 0 1 1 0 0 T [ 1 7
3 | HPOO7TI | 1 1 0 1 1 1 0 0 1T | 1 7
4 | HPoOBL | 1 1 1 0 0 1 0 1 0 | 1 6
5 | HPOO52 | 1 1 0 1 1 1 0 0 0 | 1 6
6 | HPOOZ2 | 1 1 0 0 1 1 0 0 T [0 5
7 | HPOO45 | 1 1 1 0 1 1 0 0 0 | o 5
8 | HPOOIROS | 1 1 0 0 1 1 1 0 0 | o 5
9 | HPOO6 | 0 1 1 0 1 0 0 0 1 ] 0 4
10 | HPOO2SUR | 0 1 0 0 1 1 0 0 T 10 2
11 | HPOO2ROS | 1 1 0 0 1 1 0 0 0 | o 4
12 | HPOOGO | O 1 0 0 1 0 1 0 T 10 2
13 | HPOOOL | 0 1 0 0 1 0 0 0 1 |0 3
14 | HPOOl6 | O 1 0 0 1 0 1 0 0 | o 3
15 | HPO047 | 0 1 0 0 0 1 0 0 0 | 1 3
16 | HPOO9 CER | 0 1 1 0 0 0 1 0 0 | o 3
17 | HPOO12 | O 1 0 0 1 0 0 0 0o | o 2
18 | HPOO38 | O 1 0 0 0 0 0 0 T [ o 2
19 | HPOO29 | 0 0 0 0 1 0 1 0 0 | o 2
20 | HP0030 | 0 1 0 0 0 1 0 0 o [ o 2
21 | HPOO3L | 0 1 0 0 0 1 0 0 0 | o 2
22 | HPOO46 | 0O 1 1 0 0 0 0 0 0 | o 2
23 | HPOO54 | 0 1 0 0 1 0 0 0 0 | o 2
24 | HPOOG2 | O 0 1 0 0 0 1 0 0 | o 2
25 | HPOO3ROS | 0 1 0 0 1 0 0 0 0o | o 2
26 | HPOOACER | 0 0 1 0 0 0 0 0 0 | o 1
27 | HPO049 | 0 0 0 0 1 0 0 0 0 | o 1
28 | HPOO48 | 0 0 0 0 1 0 0 0 0 | o 1
20 | HPOO68 | 0 0 0 0 0 0 1 0 0 | o 1
30 | HPOO70 | 0 1 0 0 0 0 0 0 0 | o 1
31 | HPOOO5SUR| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | o 0
32 | HPOOG3 | 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 | o 0

TOTAL 9 24 9 3 19 13 7 2 8 | 5

En la Tabla 17 se puede apreciar el genotipo completo de la cepa de H. pylori que infecta a

cada paciente y el nimero de alelos que posee determinada cepa.
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En algunos casos, por ejemplo el paciente con el cddigo HP0071 SUR, posee una de las
cepas con la isla de patogenicidad mas completa de las cepas analizadas en este estudio, lo
cual sugiere mayor control a los pacientes infectados con cepas de mayor cantidad de genes
PALI, entre ellos le siguen los pacientes con cédigo HPOO3SUR, HP0061SUR, HPOO65SUR

y HPO052SUR.

Una cepa de H. pylori con una isla de patogenicidad PAI lo mas completa posible posee
mas factores de virulencia que le confieren una mayor eficiencia a la hora de llevar a cabo
la infeccidn. De igual manera son mas comunmente halladas este tipo de cepas en pacientes
con enfermedades de alta mortalidad, como por ejemplo linfoma tipo MALT o cancer
gastrico. Los datos presentados en estas tablas conforman la totalidad de las variables a
analizar en este estudio y a partir de los cuales se obtuvieron las conclusiones presentadas

mas adelante.

La casilla Factor de Virulencia de la Tabla 17 agrupa la cantidad de alelos que tiene cada
una de las cepas que infecta a cada paciente y va desde 0 hasta 7, siendo estos la cantidad
de alelos detectados en cada una de las cepas de H. pylori convirtiéndose en un dato
interesante de analizar a la hora de realizar un diagnéstico molecular ya que una cepa de H.
pylori con una isla de patogenicidad lo mas completa posible se convierte en un factor de
riesgo para el paciente y un reto para erradicar la infeccion de su cuerpo ya que estas cepas
de H. pylori se hallan con mayor frecuencia en pacientes con linfoma tipo MALT o cancer
gastrico. Una isla de patogenicidad es una fraccion del ADN gendmico de un
microorganismo patogeno que le faculta como virulento. Suele estar contenido en

plasmidos, y su origen es una transferencia horizontal de material genético. Suele albergar
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las secuencias codificantes de adhesinas, factores de evasion de las defensas del

hospedador, toxinas, enzimas degradativas de componentes celulares, entre otros.

En la Tabla 17 se reporta el genotipo de la cepa que infecta cada paciente siendo uno “1”

indicador de la presencia del gen o cero “0” el cual indica la ausencia del mismo.

Se seleccionaron 5 cepas con la mayor cantidad de alelos o factores oncogénicos para

futuros estudios ya sean en el &mbito molecular, celular o bioinformatico.

Dichas cepas son:

1. HPOO3SUR

2. HPO065SUR
3. HPOO71SUR
4. HPO061SUR

5. HPO052SUR

De esta lista el paciente con codigo HPOO65SUR es el Gnico paciente que no logro

erradicar la bacteria.
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Presencia de los Diferentes Genes de H. pylori
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Grafica 1: Presencia de los diferentes genes de H. pylori.

En la Gréfica 1 se realiza un recuento de algunos de los genes que comprenden la isla de
patogenicidad de H. pylori siendo estos la totalidad de los genes utilizados en esta
investigacion. Estos genes se encontraban en las cepas de la bacteria que infectaba a cada

paciente y corresponde a un resumen de la Tabla 16.

4.6 Niveles de Gastritis por Género

Como se aprecia en la Gréafica 2 el namero de mujeres con respecto a hombres con el
mismo diagndstico, se llega incluso a duplicar. El grupo de pacientes seleccionados para
este estudio, que presentaban infeccion de la bacteria H. pylori entre otras causante de este

tipo de enfermedades gastricas, son en su mayoria, ya que sSon quienes con mayor
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frecuencia asisten a consulta por este tipo de sintomas, lo que presenta un signo de alarma a
este grupo de la poblacién y es un dato importante para futuros estudios y/o campafias de

prevencion que son la mejor forma de erradicacion de la bacteria en toda la poblacion.

Niveles de Gastritis por Género

12 - 11

ml
]

Mumerode Pacientes
[=)]
1

1: G. Cronica no Atrofica
2:G. Cronica Atrofica
3:G. Cronica Activa

Grafica 2: Niveles de gastritis por género.

En la Tabla 18 se aprecia el total de pacientes hombres y mujeres con cada una de los 3

tipos de gastritis. 1- Crdonica no Atrofica, 2- Cronica Atrofica, 3- Cronica Activa.

Tabla 18: Niveles de gastritis por género.

Niveles de Gastritis por Género
Género 1 2 3 Total
F 11 4 7 22
M 7 2 1 10
Total 18 6 8 32




93

Distribucion de los Géneros de los Pacientes

Distribucion del Género en los Pacientes

B Femenino

M Masculino

Gréfica 3: Distribucion del género de los pacientes.

Al igual que la Gréfica 3, la Gréfica 4 muestra que es mayor el nimero de mujeres las
que padecen de enfermedades gastricas, lo cual las hace una poblacion vulnerable a estas

patologias al menos dentro de los pacientes analizados en esta investigacion.

4.7 Erradicacion.

La Grafica 5 nos ensefia el porcentaje de erradicacion de la infeccion por H. pylori en
cada uno de los pacientes de acuerdo al sexo, en donde se aprecia un porcentaje mayor de
erradicacion de los pacientes de género masculino que en concordancia con la Gréfica 3 y

la Gréfica 4 confieren a los pacientes de género femenino una mayor prevalencia de la
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infeccion por H. pylori en contraste con los pacientes de sexo opuesto. De acuerdo a la
Gréfica 5 se erradicO H. pylori en el 90% de los pacientes de género masculino
contrastando con los pacientes de género femenino en los cuales la erradicacion fue del
68%. Al ser tan pequefio el tamafio de la muestra los resultados no son estadisticamente
significativos, sin dejar de llamar la atencion el dato de que en las mujeres es mas dificil de

erradicar la bacteria.

Erradicacion por Género de H. pylori

1002
S0%
80%
T0%
0%
50%
40%
30%
205
10%

0%

Porcentaje de Erradicacion

Femenino Masculino

W No Erradica 7 1
M Erradica 15 Q

Gréfica 4: Erradicacion por género.

La Gréafica 5 muestra claramente una mayor efectividad del tratamiento 2 con
Levofloxacina, en comparacion con el tratamiento 1 que incluye claritromicina. “0”

corresponde a No Erradica y “1” corresponde a Erradica.
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De los 32 pacientes tratados, hubo 20 a los cuales se les suministré el tratamiento 2
(BBP, A, levofloxacina). Dicho tratamiento arrojé un porcentaje de erradicacion del 95%,
en contraste con los pacientes tratados con el tratamiento 1 (BBP, A, claritromicina) con un
porcentaje de erradicacion del 42%. Estos resultados le confieren una mayor efectividad al
segundo tratamiento y estd en concordancia con un estudio realizado por Castafio et al en el
2013 en el cual se demostro que la erradicacion con Levofloxacina, antibiético de segunda
generacion de la familia de las quinolonas, es mucho més eficiente. Este medicamento no
se encuentra dentro del listado del POS en Colombia. El tratamiento que se administra a los
pacientes con infeccion por H. pylori y que se encuentra incluido en el POS es con Bomba
de Protones, amoxicilina y claritromicina, antibiotico al cual la bacteria tiene un porcentaje

muy alto grado de resistencia de acuerdo a estudios realizados en Colombia.

De acuerdo a los estudios realizados por Trespalacios en el 2011 en la Universidad
Javeriana, los resultados presentados en este estudio estan en plena concordancia ya que
ella encontr6 altos niveles de resistencia en cepas colombianas de H. pylori a la
claritromicina el cual es el antibidtico que se suministra a un amplio porcentaje de
pacientes a nivel nacional y es el que cubre la seguridad social de los colombianos de
acuerdo al Plan Obligatorio de Salud (POS) dictado por el Ministerio de Salud y Proteccion

Social.
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Distribucion de la Erradicacion de Acuerdo al
Tratamiento
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Grafica 5: Erradicacion de acuerdo al tratamiento.

La Grafica 6 nos permite apreciar que de los 8 pacientes cagA(+) que lograron erradicar
la bacteria de su cuerpo, 5 correspondientes al 62.5% recibieron el tratamiento 2, con
medicamentos fuera del POS del Ministerio de Salud y Proteccion social en contraste a 3
pacientes correspondientes al 37.5% que erradicaron la bacteria gracias al tratamiento 1 con
Claritromicina, antibiotico que esta incluido en el POS del Ministerio de Salud y Proteccion

Social.
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Se muestra claramente el nivel de erradicacion de la bacteria con el gen cagA en cualquiera

de los dos tratamientos.

Distribucion de la Erradicacion de H. pylori con el gen
CagA

E No Erradica

M Erradica

Miimero de Pacientes

= = = =+ =
B @ B O M B @@
1 1 1 1 1 1 1 1

0: CagA (-]
1:CagA (+)

Grafica 6: Erradicacion de H. pylori cagA.

La Grafica 7 nos permite ver que el unico paciente que no erradico la bacteria cagA(+) le
fue suministrado el tratamiento 1 que consta de la bomba de protones, amoxicilina y
claritromicina. Haciendo una comparacion de la Tabla 5, Tabla 6, y la Tabla 16 es posible
identificar al paciente con codigo HPO65SUR, el cual pertence al género femenino y es uno
de los que posee la isla de patogenicidad mas completa en este estudio, lo cual Ilama la

atencion considerablemente al sumar la mayor cantidad de factores de virulencia
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encontrados en este estudio, pertenercer al género femenino y ser tratada con un
tratamiento obsoleto en el pais, siendo una sumatoria de cofactores que sin saber su estilo
de vida a mayor profundidad le convierten en un lamentable candidato a sufrir una

patologia de alta mortalidad.

La comparacion realizada con las tablas en mencion correspondio al la busqueda de los
pacientes cagA(+) que recibieron el tratamiento 1 que no erradicaron, de esta forma se
encontro que fue el paciente de cddigo HPO65SUR (30 afios). La erradicacion en los
pacientes infectados con cepas de la bacteria que poseian el gen cagA en su genoma fue del
75% en quienes recibieron el tratamiento “1” y de 100% en los pacientes que recibieron el
tratamiento ‘“2”. Tambien se presentaron casos de pacientes infectados con cepas de la
bacteria que no poseian el gen cagA en su isla de patogenicidad, en estos pacientes la
erradicacion fue de 25% en los pacientes que recibieron el tratamiento “1” y de 93% en los

pacientes que recibieron el tratamiento “2”.
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Erradicacion de H. pylori cagA de acuerdo al
tratamiento

14
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B Erradica

1:TTo BBP, A, C.
2:TTo BBP, A, L.

Gréfica 7: Erradicacion de H. pylori cagA+ de acuerdo al tratamiento.

La Gréafica 8 muestra los dos pacientes babA2(+) que lograron erradicar la bacteria de su
cuerpo, uno de ellos el paciente con codigo HPOO3SUR (53 afios) presentaba una de las
islas de patogenicidad mas completa en este estudio con 7 factores de virulencia o genes
oncogenicos al igual que el paciente con cdédigo HPO65SUR es un paciente de género
femenino. La erradicacién en los pacientes infectados con la bacteria que poseia el alelo
babA2 fue del 100% con los tratamientos “1”” y “2”, siendo este el Gnico caso en el que los

resultados de erradicacion del tratamiento “1” igualaron los del tratamiento “2”.
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Erradicacion de H. pylori babA2 de acuerdo
al tratamiento
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Gréfica 8: Erradicacion de H. pylori babA2+ de acuerdo al tratamiento.

Como se puede ver en la Gréafica 9 se encontraron 2 pacientes con infeccion por H.
pylori que no tenian en su genoma el subtipo vacAsl/s2 dentro de su isla de patogenicidad
(PAI) los cuales no lograron erradicar la bacteria. Cada uno de dichos pacientes recibio uno
de los dos tratamientos, encontrandose que el paciente con el cédigo HPO049SUR (53
afios) recibio el tratamiento 1y el otro paciente de codigo HPOOO5SUR (60 afios) recibid el
tratamiento 2. Ambos pacientes pertenecen al género femenino y se encuentran en un rango

de edad similar al igual que el paciente HPOO03SUR, dato que comienza a ser inquietante
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al igual que ilustrativo. La erradicacion en los pacientes infectados con cepas de la bacteria
que poseian el alelo vacAsl/s2 en su genoma, fue de 45% en quienes recibieron el

tratamiento “1” y de 100% en los pacientes que recibieron el tratamiento “2”.

Erradicacion de H. pylori vacAs1/s2 de
acuerdo al tratamiento
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2:TTo BBP, A, L.

Grafica 9: Erradicacion de H. pylori vacAs1/s2+ de acuerdo al tratamiento.

Los dos pacientes infectados con una cepa de H. pylori que contenia el subtipo vacAsla
del gen vacA, que no lograron erradicar la bacteria de su cuerpo corresponden a los

pacientes con cdédigo HPO065SUR (30 afios) y HPOO16SUR (64 afios) ambos del genero
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femenino y tratados con el mismo tratamiento 1. Estos pacientes cuentan con 7 y 4 factores

de virulencia respectivamente, ver la Tabla 17.

Erradicacion de H. pylori vacAsla de
acuerdo al tratamiento
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Gréfica 10: Erradicacion de H. pylori vacAs1A+ de acuerdo al tratamiento.

Como se puede ver en la Gréfica 11, los pacientes infectados con la cepa de H. pylori
vacAslb(+) lograron erradicar la bacteria de su cuerpo en un 100%, con los dos
tratamientos de antibioticos suministrados. En este caso el tratamiento “2” tuvo el doble de
efectividad, contrario al tratamiento “1”. Es importante sefialar que la erradicacion en los

pacientes infectados con cepas de H. pylori vacAslb(-) a los cuales se les suministr6 el
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tratamiento “2” (BBP, A, L.), fue del 94%, mientras que en los pacientes tratados con
(BBP, A, C.) fue de 36% demostrando una vez mas mayor eficiencia del segundo
tratamiento a la hora de erradicar la bacteria del estomago de los pacientes y en
concordancia con estudios previos realizados en Colombia en los cuales la resistencia de la
bacteria al tratamiento “1”. El paciente infectado con la cepa vacAslb(-), al que se le

suministro el tratamiento 2 pero que no logré erradicar le corresponde el cddigo

HPO005SUR.
Erradicacion de H. pylori vacAs1b de
acuerdo al tratamiento
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Gréfica 11: Erradicacion de H. pylori vacAslb+ de acuerdo al tratamiento.
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La Grafica 12 muestra los pacientes infectados con la cepa de H. pylori vacAslc(+) a
quienes se les suministrd el tratamiento “2” obtuvieron una erradicacion del 100%, en
contrataste con los pacientes que recibieron el tratamiento “1”, en los cuales la erradicacion

fue del 33%.

La erradicacién en los pacientes infectados con cepas de la bacteria que no poseian el
alelo vacAslc en su genoma, fue del 90% en los pacientes que recibieron el tratamiento “2”

y del 66% en los pacientes que recibieron el tratamiento “1”’.

Erradicacion de H. pylori vacAslc de
acuerdo al tratamiento

® No Erradica

Miumero de Pacientes

B Erradica

1:TTo BBP, A, C.
2:TTo BBP, A, L.

Gréfica 12: Erradicacion de H. pylori vacAslc+ de acuerdo al tratamiento.
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La Gréfica 13 muestra los pacientes infectados con la cepa de H. pylori vacAm1 (+) que
recibieron el tratamiento “2” lograron erradicar la bacteria en un 100%, contrastando con
los pacientes que recibieron el tratamiento “1” a quienes la erradicacion fue del 57%.
Contrariamente los pacientes infectados con la bacteria, pero que no poseian el alelo
vacAml en su isla de patogenicidad lograron una erradicacion del 93% con el tratamiento

“2”, mientras que con el tratamiento “1” la erradicacion fue de 20%.

Erradicacion de H. pylori vacAm1 de
acuerdo al tratamiento
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Gréfica 13: Erradicacion de H. pylori vacAm1+ de acuerdo al tratamiento.
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En la Grafica 14 nos muestra los pacientes infectados con cepas de la bacteria que
poseian en su Isla de Patogenicidad (PAI) el alelo vacAm2, lograron un porcentaje de
erradicacion del 100% con el tratamiento “2”, mientras que, los pacientes infectados con
cepas de la bacteria que no poseian este alelo en dicha region de su genoma obtuvieron un
porcentaje de erradicacion del 92% con el tratamiento “2” y de 42% para los pacientes que

recibieron el tratamiento “1”.

Erradicacion de H. pylori vacAm2 de
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Gréfica 14: Erradicacion de H. pylori vacAm2+ de acuerdo al tratamiento.
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La erradicacion en los pacientes infectados con cepas de la bacteria que poseian el alelo
iceAl en su genoma, fue del 100% quienes recibieron el tratamiento “2”, como se puede
ver en la Gréafica 15 mientras que en los pacientes que recibieron el tratamiento “1” la

erradicacion fue del 20%.

Como en todos los casos, hubo pacientes infectados con cepas de la bacteria que no
poseian el alelo en su Isla de Patogenicidad, en estos pacientes la erradicacion fue de 57%
en los pacientes que fueron tratados con el tratamiento “1” y de 94% en los pacientes que
recibieron el tratamiento “2”. En la Grafica 15 se puede identificar a un paciente iceAl (+)
al cual se le suministrd el tratamiento “1”’y que logré erradicar la bacteria de su cuerpo, este
paciente corresponde al codigo HPO071SUR y posee en la escala de virulencia un factor de

7.Ver Tabla6y Tabla 17
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Erradicacion de H. pylori iceAl de acuerdo
al tratamiento
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Gréfica 15: Erradicacion de H. pylori iceAl+ de acuerdo al tratamiento.

En la Gréfica 16 podemos ver el resultado del tratamiento “1” el cual logréo una
erradicacion del 66% en contraste con el tratamiento “2” en cuyo caso la erradicacion fue
del 100%, ambos casos para pacientes infectados con cepas de H. pylori iceA2 (+). En el
caso de pacientes infectados con H. pylori iceA2 (-),la erradicacion lograda con el

tratamiento “1” fue de 33% y con el tratamiento 2 de 94%.
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Erradicacion de H. pylori iceA2 de acuerdo
al tratamiento
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Gréfica 16: Erradicacion de H. pylori iceA2+ de acuerdo al tratamiento.

En la Gréfica 17 se observa la distribucion de la presencia de los genes PAI analizados

en esta estudio.

Es de resaltar que el gen vacA y todos sus alelos son las sub regiones gendmicas que
mas prevalencia tienen en este estudio. Al estar considerada ésta proteina como una de las
mas virulentas en estudios a nivel mundial y en los que ha estado asociada a la incidencia
de enfermedades gastricas severas es deseable seguir de cerca estos pacientes con el fin de

que dichas patologias sigan su curso y evolucionen a un punto no deseado.
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Distribucion de los genes
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Gréfica 17: Distribucion de los genes PAI.

En la Gréfica 18 se observa la prevalencia de los sub tipos o alelos de los genes
identificados en este estudio. En ésta grafica los alelos se encuentran ordenados de mayor a
menor en funcion de su presencia en cada una de las 32 muestras analizadas tanto genética
como molecularmente. Se puede apreciar que alelos del gen vacA como s1/s2, slc, ml, se

encuentran en los primeros tres lugares de mayor prevalencia seguidos por el gen cagA.
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Esto significa que los pacientes que comprenden la muestra de este estudio poseen
cepas virulentas que han sido reportadas por otros investigadores en otras latitudes y han
estado asociadas a enfermedades géstricas de gran mortalidad, convirtiendo estos

resultados en una sefial de aviso de ahondar mas en estos estudios y seguir de cerca a estos

pacientes.
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Grafica 18: Prevalencia de alelos

En la Tabla 19 encontramos ordenada de mayor a menor en funcion de su presencia en

cada una de las 32 muestras analizadas.



112

Tabla 19: Prevalencia de alelos

Alelo n %
vacAs1/s2 24 75%
vacAslc 19 59%
vacAm1l 13 41%
cagA 28%
vacAsla 28%

9
9
iceAl 8 25%
vacAm2 7 22%
iceA2 5 16%
vacAslb 3 9%
babA2 2 6%
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5. ADMINISTRACION DE LA INVESTIGACION

5.1 RECURSOS HUMANOS

Gabriel Ernesto Bautista Pefialoza, estudiante de Ingenieria Biotecnoldgica.

Universidad Francisco de Paula Santander. Autor del proyecto.

Bidlogo Mauricio Corredor Rodriguez, Ph.D. Ciencias Fisiologia y Genética.

Profesor Asociado, Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia. Director del

proyecto.

Diego Chavez, estudiante de Estadistica de la Universidad de Antioquia, asesor

Técnico y Metodologico y Estadistico del grupo GEBIOMIC.

5.2. RECURSOS INSTITUCIONALES
Base de datos bibliografica de la Biblioteca Carlos Gaviria, Universidad de
Antioquia.

S.1.U. Sede de Investigacion Universitaria

5.3. RECURSOS MATERIALES

Material General

La Tabla 20 muestra la lista del material que se descartara luego de su uso.
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Tabla 20: Material descartable.

Material Desechable

Guantes de Nitrilo y Latex.
Servilletas.

Tapabocas.

Tubos eppendorf 1.5ml, 100ul
Tubos Falcon de 15ml.

Puntas esteériles de 10 ul, 200ul.

La Tabla 21 muestra la lista de los reactivos a emplear en el proyecto.

Tabla 21: Reactivos

Reactivos
Agar sangre
Medio Brucella
Primers
PCR MASTER MIX
Kit de extraccion QIlAamp®

Agua libre de Nucleasas.

La Tabla 22 muestra el contenido del kit de Extraccién de AD

Tabla 22: Componentes del Kit QUIAGEN

Contenido del kit QlAamp® ADN Mini
de QIAGEN.

Proteinasa k
Buffer Al
Buffer AW1
Buffer AW2
Buffer AE
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La Tabla 23 muestra el material de vidrio necesario en el proyecto.

Tabla 23: Material de Vidrio

Material de Vidrio
Cajas Petri
Erlenmyer 250ml, 500ml, 11.
Biker 250ml, 500ml, 11.
Varillas de vidrio estéril.
Probeta 50ml, 500ml, 1.

La Tabla 24 muestra los equipos necesarios para la realizacion de todas las fases del

proyecto.

Tabla 24: Equipos

Equipos

Caracteristicas

Funcion

Céamara de fuljo laminar.
Autoclave.

Camara de extraccion.
Congelador -18°C .
Fotodocumentador UV.
Retroiluminador.
Termociclador.

Camara de Electroforesis.

Centrifuga.

Horno Microondas.
Microbalanza
Calentador.

Camara de Anaerobiosis.
Incubadora.

Nevera.

Nevera portatil.

Equipo de computacion e impresion.

Agitador Magnético

Micropipeta 10ul, 20ul, 50ul, 100ul.

Burnswuick
Seco Y HUumedo
Burnswuick
Haceb 250L
BioRad
BioRad
Longgene
BioRad
BioRad
Haceb
BioRad
Longgene
BioRad
BioRad
Haceb
Coleman
Sony
BioRad
CAPP

Cultivo Celular
Esterilizacion
Preparacion del gel
Almacenamiento
Electroforesis
Electroforesis

PCR

Electroforesis
Extraccion de ADN
Preparacion del gel
Preparacion del gel y agar
Preparacion del gel
Cultivo Bacteriano
Cultivo Bacteriano
Almacenamiento
Transporte de Muestra
Procesamiento Datos
Preparacion de agar
PCR, Electroforesis
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5.4 RECURSOS FINANCIEROS

Relacion de gastos necesarios para el proyecto.

Tabla 25: Presupuesto

PRESUPUESTO
INGRESOS
Gabriel Ernesto Bautista Pefaloza. Autor del $6.700.000
proyecto.
TOTAL $6.700.000
EGRESOS
Material general $ 3.0000.000
Reactivos $ 3.000.000
Transporte $ 200.000
Imprevistos $ 500.000
TOTAL 6.700.000

5.5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

La Tabla 26 especifica la cantidad de tiempo estimado en el que se llevo a cabo el
proyecto.

Tabla 26: Cronograma

Revision Bibliogréafica FASE 1

Macerado de las Biopsias Gastricas. FASE 1 FASE I

Extraccion de ADN Bacteriano. FASE I

Cuantificacién de ADN con Nanodrop FASE II

Diagnéstico molecular mediante PCR. FASE II FASE |11

Electroforesis en Gel de Agarosa. FASE |11

Célculos Estadisticos FASE 1V
Preparacion de la Publicacién e informe final FASE 1V




117

5.6 RECOMENDACIONES

Si el tamafio de muestra lo permite, es necesario usar la Regresion Logistica Multinomial
para establecer la relacion de la alta virulencia y la resistencia a el tratamiento con
antibidticos aplicado, en futuras investigaciones con el fin de obtener resultados de mayor

validez estadistica.



118

6 CONCLUSIONES

Se presentd menor resistencia a la erradicacion en los pacientes tratados con el conjunto
de antibioticos denominado “tratamiento 2” el cual empleaba levofloxacina. Estudios
previos ya habian reportado resultados similares, con lo que se deduce una mayor

efectividad de este antibidtico.

Se encontrd una gran diversidad de genotipos en las muestras procesadas, lo cual es
normal al tratarse de una bacteria que al igual que otras son altamente diversas y complejas,
seguramente es por esto que en el planeta Tierra habitan mas microorganismos que

mamiferos, tan solo por citar un ejemplo.

Solo en el caso del gen babA2 el tratamiento “1” logro igualar el nivel de erradicacion
del tratamiento “2” al contrario del resto de genes en los que la erradicacion siempre fue

mayor con el tratamiento “2” (BBP, A L.)

Incluso cuando los pacientes estaban infectados con cepas que no poseian los alelos

analizados, la erradicacion fue superior con el tratamiento “2”

La erradicacion se da con mayor frecuencia en los pacientes varones, dejando en
evidencia un posible riesgo de los pacientes de género femenino. A nivel general con
cualquiera de los dos tratamientos y sin importar la cepa que infecte a cada paciente la
erradicacion en varones fue mas del doble de efectiva en comparacién con pacientes de

género femenino.
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Al parecer, si un paciente es hombre y presenta un diagnostico similar al que aquejaba a
los pacientes analizados en este estudio, tendrd una erradicacion, de lejos, altamente
efectiva si recibe el tratamiento “2” (BBP, A, C.) A nivel general los pacientes que
recibieron el tratamiento “2” obtuvieron una erradicacion de méas del doble en comparacion

con los pacientes que recibieron el tratamiento “1”.

Cabe mencionar que es necesario que se tomen las medidas pertinentes para aprovechar
la baja resistencia a la erradicacion que posee el tratamiento 2 evitando que las cepas a
nivel general alcancen la resistencia que poseen al tratamiento con claritromicina o

“tratamiento 1”.

Todo el ADN bacteriano extraido de las biopsias gastricas fue obtenido con el mismo kit
de extraccién mencionado en capitulos previos y se encuentra almacenado en el laboratorio
de Genética Regeneracion y Céancer de la Sede de Investigacién Universitaria de la

Universidad de Antioquia, Medellin Colombia.

De cada biopsia procesada se obtuvo el genotipo completo con los oligos especificos
que se mencionaron en capitulos previos de este documento. Este genotipo se presentd en

el capitulo 4 y hace parte de los datos obtenidos en esta investigacion.

De los 5 pacientes infectados con las cepas mas virulentas o con factores de virulencia
mas altos, que se mencionan en la Tabla 16, solo uno no logré erradicar la bacteria. Este

paciente recibio el tratamiento “1” con BBP, A C.

De las 5 cepas seleccionadas, para futuros estudios, por tener una Isla de Patogenicidad

mas completa solo una no logro ser erradicada del paciente al cual infecta. De dichas cepas
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las que fueron combatidas con el tratamiento “2” lograron ser eliminadas en su totalidad,

mientras que las que se trataron con el tratamiento “1” se eliminaron en su mayoria.

Aunque hay una gran diversidad de genotipos en las cepas halladas, son los alelos mas
asociados a enfermedades gastricas de alta mortalidad, los méas frecuentes entre los demas.
Sin duda esta es una llamada de alerta para proceder de la mejor forma que la ciencia lo
permita para erradicar la bacteria de estos pacientes, con enfermedades gastricas leves que
poseen una cepa de alta virulencia y al momento de publicar este documento

probablemente el estadio “leve” de la enfermedad sea un caso de mayor complejidad.

Es importante conocer el nivel de virulencia que posee una bacteria al momento de la
infeccion. Esto se puede conocer con estudios moleculares a muestras de la zona de
infeccion del paciente, en el caso de esta investigacion biopsias gastricas, con el fin de
proceder de la forma mas adecuada, no tanto a la hora de formular un tratamiento por parte
del médico tratante, sino del seguimiento posterior necesario a cada caso, ya que una
infeccion causada por una cepa virulenta diagnésticada a tiempo, permitiria tomar las

medidas necesarias para evitar enfermedades de alta mortalidad.

Es necesario realizar estudios posteriores con un mayor nimero de muestra que incluyan
a poblacién rural y urbana de todas las edades realizando un seguimiento efectivo tanto a

esos futuros casos como a los pacientes evaluados en esta investigacion.

Debido a que el tamafio de la muestra fue muy limitado no es posible obtener
conclusiones de mayor peso estadistico, pero son suficientes para inferir que, en el caso de

los pacientes de género femenino, su prevalencia es mayor que en los pacientes de género
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masculino; el tratamiento con levofloxacina es mas efectivo que el tratamiento con
claritromicina, llevando los niveles de erradicacion con el tratamiento 2 a méas del doble

con respecto al tratamiento 1, en algunos casos.

La erradicacion fue variable y no tiene relacion con los genes y alelos mencionados.
Pacientes con cepas cagA negativo, vacA sl1/s2 y vacA slc no todos eliminaron la bacteria.
Varios pacientes que no reportaron cepas con alelos como cagA, vacAsl/s2 y vacAslc no

eliminaron la bacteria.

En algunos casos el tratamiento con claritromicina obtuvo altos niveles de erradicacion,
sin embargo estos casos fueron poco frecuentes. Comparando los dos tratamientos el nivel

de efectividad siempre fue mayor con el tratamiento 2, sin distincién del genotipo.
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ANEXOS

Anexo 1

CONVENIO INTERINSTITUCIONAL DE COOPERACION CELEBRADO
ENTRE LA UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER Y LA
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA — FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y

NATURALES (INSTITUTO DE BIOLOGIA).

Anexo 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimado paciente:

Usted ha sido enviado por su médico tratante para realizarle una endoscopia de vias
digestiva alta, la cual sera realizada por gastroenterélogos expertos y al final de la misma
como es usual, estos profesionales, le daran un resultado. Teniendo en cuenta que en el
momento los profesionales de esta unidad de gastroenterologia, estan realizando una
investigacion, nos parece muy importante que usted conozca lo siguiente: Helicobacter
pylori es una bacteria que infecta el estbmago de los seres humanos y produce gastritis
cronica, la cual generalmente no produce ninguna molestia, sin embargo la infeccion puede
producir Glceras en una de cada seis personas y ocasionalmente también puede producir
tumores aungue en una menor proporcion que puede ser aproximadamente en uno de cada
100 personas infectadas. Actualmente existen varias combinaciones de antibidticos para

eliminar esta infeccion, pero cada dia esta bacteria, desarrolla resistencia a los antibi6ticos
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y por ello un grupo de investigadores, expertos en la infeccion por Helicobacter pylori de la
Universidad de Antioquia , la Universidad Nacional de Colombia y la Universidad
Javeriana estamos realizando una investigacion con el propésito de estudiar si los genotipos
que le causan a usted la enfermedad son susceptibles o resistente a el tratamiento con los
antibioticos que escoja el gastroenterélogo. Para este estudio se incluirdn 150 pacientes de
la ciudad de Medellin. Si el gastroenterdlogo determina que usted tiene la infeccion,
nosotros los investigadores, lo invitamos a participar en el estudio, el cual consiste en lo

siguiente:

1. Durante la endoscopia, le serdn tomadas unas biopsias (unas muestras muy pequefas del
tejido que recubre el estbmago), las cuales pueden causar una molestia pero son requeridas
por el médico independientemente de su participacion o no en el estudio, para determinar si
usted tiene la infeccion por Helicobacter pylori. También se le tomaran otras muestras para
estudiar si la bacteria que usted tiene en su estdbmago, es resistente 0 no a los antibi6ticos
que se utilizan como los de primera linea para tratar la infeccion. Los riesgos o molestias
causados por este procedimiento serd asumido por su EPS, pues teste procedimiento es
necesario para el diagnostico de su enfermedad independientemente de su participacion o

no en el proyecto.

2. Si se comprueba que usted tiene la infeccidn, a usted se le dara uno de dos esquemas de

tratamiento con eficacia comprobada para esta infeccion determinado por el
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gastroenterdlogo. Cualquiera de ellos se considera que son excelentes pero para los
propositos de la investigacion, los investigadores y usted sélo sabrdn que recibié la
combinacion #1 o # 2, que tendran una duracion de diez dias. En cada grupo habré
aproximadamente 75 pacientes. EI gastroenterélogo escogera los siguientes antibioticos que
hacen parte de estos esquemas son Amoxicilina, Claritromicina y Levofloxacina los cuales
se combinaran con otro medicamento llamado esomeprazol, el cual se utiliza para el
tratamiento de Ulceras y del reflujo gastroesofagico. Todos estos medicamentos se utilizan
de manera rutinaria en pacientes con diversas infecciones y por lo tanto no son sustancias
experimentales. Lo que se desea saber es si la bacteria que Ud. porta es resistente o

susceptible al tratamiento escogido por el gastroenterologo.

3. Una vez usted haya sido confirmado como apto para participar en el estudio sera citado
por el gastroenterélogo para recetarle los medicamentos necesarios para eliminar la bacteria
correspondientes a la combinacion #1 o #2, al tiempo se le tomara una muestra de sangre
con la que se realizara una prueba seroldgica para buscar anticuerpos especificos contra
Helicobacter pylori. Su muestra sera guardada en los laboratorios de la Universidad de
Antioquia con el fin de conformar un banco de biopsias con la bacteria para el analisis del

genotipo de virulencia de la bacteria que Ud. porta.
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4. Usted sera contactado por teléfono al cuarto y al décimo dia de su tratamiento con el fin
de verificar el manejo que le ha dado a su tratamiento y se le hard un interrogatorio sobre

los posibles efectos adversos que pueda causar el tratamiento.

5. Ocho semanas despues de terminar el tratamiento, a usted se le realizard una prueba
Ilamada ““test de aliento”, que determinard si la infeccion fue curada. Esta prueba también
se realiza de manera rutinaria en todo el mundo y simplemente se va a seguir utilizando en

Su Caso.

6. Al finalizar el estudio, a usted se le informara sobre los resultados de su caso, asi como
también sobre la eficacia 0 no de los medicamentos en toda la poblacién de pacientes que

participaron en el mismo.

7. El beneficio de esta investigacion es multiple: en su caso recibir un tratamiento eficaz
para erradicar la infeccion y mas especificamente para el departamento de Antioquia poder
determinar si Helicobacter pylori en nuestro medio, responde mejor a uno de los dos
esquemas de tratamiento o si ambos son iguales. Con base en esos resultados, otros

pacientes se beneficiaran de las conclusiones de esta investigacion.

8. Se debera demostrar su mayoria de edad para la participacion en el estudio.
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9. Usted y su informacion se mantendran en confidencialidad relacionada con su

privacidad.

10 .Las muestras de las biopsias, y su ADN podra ser utilizado en estudios futuros.

11. En caso de alguna duda o problema con el estudio puede acudir a Rodrigo Castafio

(medico gastroenter6logo) o Mauricio corredor (investigador principal).

Si usted no desea participar en el estudio, su atencion médica no se modificara y se le
atenderd con la misma ética, dedicaciéon y alta calidad independientemente de que no
participe. Aungue los medicamentos que usted recibira son utilizados rutinariamente, nadie
sabe si usted pueda tener algun efecto colateral (diarrea, alergias, sabor metalico,
alteraciones de las prueba del higado, etc.) y por lo tanto, se le llenara una encuesta para

determinar la frecuencia de estos.

En cualquier momento usted es libre de retirarse de la investigacion, sin detrimento en la
calidad de su atenciébn médica. Cualquier informacién adicional, Gustosamente seré
suministrada por nosotros. La decision que usted tome es voluntaria y no influira en el

tratamiento que recibe de esta institucion.

Investigador principal



134

Testigo 1

Relacion con el paciente

Direccion

Teléfono

Testigo 2

Relacion con el paciente

Direccion

Teléfono

NOMBRE DEL PACIENTE:

HC:

DIAGNOSTICO:

FECHA:
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Luego de conocido el objetivo de la presente, yo

identificado con C.C. ,

Acepto mi participacion voluntaria en el estudio a realizar.

Firma Fecha

Anexo 3

Declaracion de la pertinencia social.

Este tipo de proyectos a través de sus resultados permite concientizar tanto a la comunidad
médica como a la comunidad en general de las enfermedades a causa de H. pylori se puede
mejorar a través de la entrega de resultados, de un buen tratamiento, y la generacién de
nuevos conocimientos acerca del tema, ademas el conocimiento de cuales son las cepas que
estan afectando a la poblacién Antioquefia, cuales son las mas predominantes y cuales las
mas virulentas, estard beneficiando dicha poblacién en el sentido de que se podran generar
mejores propuestas acerca de un tratamiento mas acertado para ellos, y la disminucion en el
tiempo y costo del tratamiento de erradicacion lo que podria mejorar de una gran manera la

condicion de vida de las personas.
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