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RESUMEN

La infeccidn por H. pylori es una de las mas extendidas a nivel mundial, siendo un
precursor de enfermedades gastricas, el cultivo de esta bacteria es una herramienta
indispensable para su almacenamiento para investigaciones futuras ademas es la
Unica manera para aplicar pruebas de susceptibilidad y evaluar su toxicidad. El
cultivo posee una especificidad del 100% y una sensibilidad que oscila entre el 60 y
90% siendo afectada por diferentes condiciones.

Objetivo: En este estudio se establecieron las condiciones del cultivo de H. pylori a
partir de biopsias gastricas para conformar un banco de aislamientos; ademas se
aplicaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para Metronidazol vy
Amoxicilina.

Materiales y Métodos: Se procesaron 20 muestras de biopsias gastricas obtenidas
de pacientes dispépticos las cuales fueron sembradas en dos medios: el A fue Agar
Base Sangre, mientras que el B fue Agar Tripticasa de Soya. Para la conformacion
de banco de muestras se procesan 154 muestras de tejido gastrico, material
sembrado en un medio de cultivo B. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
a Metronidazol y Amoxicilina se realizaron a 13 aislamientos con el método de E-
test®.

Resultados: La tasa de recuperacion de la bacteria en el medio de cultivo A fue 35%,
mientras que en B fue del 55%. En el medio B el crecimiento fue 6ptimo mientras
gue en A se observé menor cantidad de colonias y mayor contaminacion. El banco
de muestras se establecio con 55 muestras almacenadas a -80°C. Con relacion a
las pruebas de susceptibilidad se evidencio que la resistencia a Metronidazol y
Amoxicilina fue del 84,6% (11/13) y 38,5% (5/13) respectivamente.

Conclusiones: Se evidencio un mayor rendimiento en el medio B, donde las colonias
se observan mas brillantes y abundantes, asi mismo las condiciones de transporte
y la maceracion, se consideran herramientas que mejoran la recuperacion. Esto
permitio el establecimiento del banco de aislamientos. Adicionalmente, aplicamos
un plan piloto de pruebas de resistencia a los antimicrobianos AMX y MTZ que nos
permitid observar un incremento progresivo en los valores de resistencia de la
bacteria a los antibiéticos, lo que debe impulsar una investigacion mas amplia en
este campo.

Palabras clave: Helicobacter pylori, Cultivo, E-test, Banco, aislamiento.



1 INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) se refiere a los adenocarcinomas del estébmago, que
representan un 95% de los tumores malignos de este 6rgano (Arana & Bautista,
2004). En la actualidad esta enfermedad ocupa el cuarto lugar en mortalidad por
cancer a nivel mundial segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2020).
Ademas de esto en 2018 se estimd que tuvo una incidencia de 11.1 millones de
personas y una mortalidad de 8,2 millones segun las estadisticas del Centro
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) (GLOBOCAN, 2018).

En Colombia, el CG esta clasificado dentro de los cinco canceres con mayor
frecuencia, siendo el segundo el de mayor incidencia en los hombres, el tercero en
las mujeres y consolidandose como la tercera causa de mortalidad por cancer en el
territorio nacional (GLOBOCAN, 2020). El HIGIA! incluye al Cauca dentro del
ranking de los 10 departamentos con mayor incidencia de esta enfermedad para el
afo 2019, siendo Popayan la ciudad con mayor numero de diagnosticos de esta
patologia (Cuenta de Alto Costo, 2019).

Los estudios epidemioldgicos han permitido evidenciar la presencia de factores de
riesgo asociados al CG, entre los cuales, se reconoce a H. pylori (H. pylori) como
uno de los principales factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades gastricas
como Ulcera gastrica y péptica, gastritis cronica y aguda, entre otras gastropatias
(GOomez Zuleta et al., 2009; Jiménez & Bayona, 2016).

H. pylori es una bacteria de tipo Gram negativo, la cual presenta uno de los procesos
de infeccion de la mucosa gastrica de los seres humanos con mayor incidencia a
nivel mundial. La capacidad bioldgica que posee esta bacteria de sintetizar
proteinas, enzimas entre otros le permite adaptar y transformar el ambiente acido y
hostil del estbmago en un nicho ideal para su colonizacién (E. G. Cervantes, 2006).

Segun los reportes de la literatura cientifica para el Cauca no se han registrado
proyectos que se hayan enfocado en el aislamiento de H. pylori a partir de cultivo.
En este sentido, este estudio tuvo como objetivo establecer las condiciones 6ptimas
para el aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori, para de esta manera conformar
un banco de aislados bacterianos para la regién suroccidental del pais. Ademas de
esto se utilizaron para la aplicacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana;
fomentando a mediano y largo plazo el inicio de nuevas investigaciones que aporten
y enriquezcan el conocimiento sobre esta infeccion en nuestra region.

1 HIGIA: Herramienta que facilita el analisis y la gestion de informacién en patologias de alto costo en Colombia.



2 JUSTIFICACION

Desde hace mas de 30 décadas, debido a estudios alrededor del mundo se
establecié la asociacion de la infeccibn por H. pylori y las enfermedades
gastroduodenales, reconociendo a esta bacteria como la causa inicial de la gastritis
y entendiendo que con el progreso en los diagnosticos se puede establecer una
asociacion epidemiolégica de este microorganismo con el Cancer gastrico.

En la actualidad la infeccién por H. pylori es una de las mas extendidas a nivel
mundial, convirtiéndose en uno de los objetivos principales de investigacion para
meédicos y cientificos (Vardn, 2014). De la misma manera Colombia se ubica como
una region de alta incidencia de infeccibn por este patégeno, ubicando al
suroccidente como una de las zonas del pais donde la presencia del
microorganismo es alta. Sin embargo, se encontré que desde la salud publica los
enfoques para erradicar y contrarrestar la aparicion de patologias asociadas no han
sido suficiente (Pardo et al., 2017).

Por lo anterior, es importante desarrollar proyectos e investigaciones que
contribuyan a mejorar las rutas de atencion de enfermedades con amplio impacto
como el cancer de estbmago y las enfermedades asociadas como gastritis, Ulcera
entre otros. Es asi como este proyecto aportara al conocimiento cientifico a través
de la creacion de un banco de aislados de H. pylori; esto con el fin de conocer las
caracteristicas genéticas que circulan en el suroccidente colombiano, buscando de
esta manera apuntar a la investigacion regional, encaminado en la busqueda de una
mayor Vvisibilizacion de los pacientes y generando material para futuras
investigaciones. A través de este banco se espera disponer de material biolégico
mediante el cual se puedan realizar diferentes pruebas de tipo molecular y pruebas
de resistencia de los antimicrobianos utilizados en la practica clinica contra esta
infeccion, lo que ayudara a mejorar las rutas de tratamiento y la prevencion de
enfermedades gastricas en la sociedad caucana.

Este tipo de investigaciones son apoyadas desde politicas aplicadas a través del
Plan Decenal de Salud por el Minsalud y las departamentales con el Plan
Estratégico Departamental y Tecnologia del Cauca, las cuales buscan priorizar la
atencion y promover el desarrollo de estrategias destinadas a disminuir la
incidencia, mortalidad y morbilidad del Cancer; ademas de brindar una atencion
integral a los pacientes que padecen este tipo de enfermedad. Asi mismo lo que se
guiere alcanzar son mejores estrategias o rutas de prevencion, diagndstico
temprano, atencién y tratamiento de las personas que presenten cancer.

De manera adicional, este proyecto se desarroll6 en el marco de la investigacion
denominado “Patrones de expresion de los antigenos Lewis B y sialyl-Lewis X y la
variabilidad de los genes BabA y SabA de Helicobacter pylori: un estudio en
pacientes con lesiones gastricas” cuyo objetivo principal fue establecer la relacion
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entre la variabilidad genética de BabA y SabA de H. pylori y la expresion de los
antigenos de Lewis en células epiteliales en pacientes con lesiones gastricas;
promoviendo asi las redes de conocimiento, alianzas y participacion de entidades
regionales tanto investigadores como de prestadores de servicios de salud en la
region (Centro de diagndéstico y cirugia endoscépica Andes del Sur, Universidad del
Cauca) y através de alianzas internacionales (Washington University in St. Louis,
EEUU) con el fin de posibilitar la creacion y la innovacion a nivel internacional como
estrategia en la prevencion del cancer de estbmago a nivel global.
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3 OBJETIVOS

3.1 GENERAL

> Caracterizar el método de cultivo de H. pylori a partir de biopsias de pacientes
con lesiones géstricas para la consolidacion de un banco de aislamientos.

3.2 ESPECIFICOS

> Adaptar las condiciones de transporte, crecimiento, almacenamiento y
viabilidad del cultivo de H. pylori en el laboratorio de Genética Humana de la
Universidad del Cauca.

» Consolidar un banco de aislamientos de H. pylori a partir de las biopsias de
pacientes con lesiones gastricas en el laboratorio de Genética Humana de la
Universidad del Cauca.

> Establecer los parametros basicos para la aplicacion de la prueba de
sensibilidad y resistencia antimicrobiana para Metronidazol y Amoxicilina a
partir de los aislamientos de H. pylori obtenidos en laboratorio de Genética
Humana de la Universidad del Cauca.
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4 MARCO TEORICO
1.1Helicobacter pylori

En 1982 Marshall y Warren reportan por primera vez a la comunidad cientifica el
hallazgo de una bacteria presente en el estbmago de pacientes con gastritis y Ulcera
péptica; esta tiene caracteristicas de forma en espiral, Gram negativa y a la que
denominan Campylobacter like organism (organismo parecido al Campylobacter)
(Warren & Marshall, 1983) y fue nombrada inicialmente como Campylobacter
pyloridis. Estudios genéticos realizados a la bacteria, muestra particularidades a
nivel genético que obliga a la conformacién de un nuevo género conocido como
Helicobacter en el cual esta es agrupada junto a otras y es renombrada como H.
pylori. Clasificandose taxonémicamente en la subdivision Proteobacteria, orden
Campylobacteriales y género Helicobacter (Windsor & O’Rourke, 2000).

Este organismo posee caracteristicas propias como ser microaerofilica, catalasa,
oxidasa, y ureasa positivos (Dunn et al., 1997). Es un microorganismo Gram
negativo que mide de 2-4 uym de largo y de 0.5 a 1 ym de ancho, aunque
generalmente tiene forma de bacilo espiral, también puede aparecer en forma
cocoide, tiene de 2-6 flagelos polares de 3 um de largo, estos le confieren movilidad
permitiéndole desplazarse rapidamente en soluciones viscosas (Goodwin et al.,
1985).

La bacteria se encuentra con mayor frecuencia debajo de la capa de moco del
estbmago y del duodeno (Cava & Cobas, 2003). Produce una variedad de enzimas
(ureasa, proteasa, lipasa, fosfolipasa y otras) que atacan la capa de moco y el
epitelio gastrico. La actividad de la ureasa es importante debido a que cuando se
descompone la urea genera amonio y CO: (Langton & Cesareo, 1992). El pH neutro
creado por el amonio facilita que el microorganismo se proteja del ambiente acido
dentro del estomago, favoreciendo la degradacion de la capa de moco facilitando
asi la retro difusion de acido y la posterior colonizacion por H. pylori (Pérez & Vallin-
Céardenas, 1998).

Para el afio 1994, la Oficina Internacional de Investigacion de Cancer clasifica a H.
pylori como un carcinégeno de tipo | o causante de cancer en los humanos, a pesar
de los resultados contradictorios en aquel tiempo. Desde entonces, la colonizacién
del estdbmago con por esta bacteria se ha aceptado cada vez mas como causa
necesaria pero no suficiente del cancer de estémago y del linfoma gastrico de tejido
linfoide asociado con la mucosa (Cava & Cobas, 2003).

Adicionalmente, la infeccion por microorganismo ha sido relacionado con diferentes
lesiones del sistema digestivo (Ulcera péptica, gastritis, MALT), tanto benignas como
malignas. En cualquier poblacion, este se considera el mayor causante tanto de la
Ulcera gastrica y duodenal. Ha sido asociada, ademas, con el descubrimiento de
linfomas gastricos non-Hodgkin y con otros desordenes linfoproliferativos, MALT
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(Linfoma de Tejido Linfoide Asociado a Mucosas) gastritis cronicas, Ulcera péptica,
adenoma y adenocarcinoma del colon, posibles adenocarcinomas pancreaticos,
enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, cutaneas entre otras
enfermedades (Cava & Cobas, 2003; J. P. Gisbert, 2011).

1.2 Vias de transmision de H. pylori

Es considerada una de las infecciones bacterianas mas extendidas a nivel mundial.
Ha sido encontrada en estbmagos humanos en todas las partes del mundo y no
parecen existir reservorio? de H. pylori fuera de estos, salvo en primates y gatos
como excepciones particulares (Cava & Cobas, 2003; Dunn et al., 1997).

Los estudios reconocen tres vias muy probables de transmision:

1. Transmisién fecal-oral: Es quizas la mas fuerte ruta de contagio. Aunque H. pylori
logra con éxito ser aislada de heces de nifios infectados, los residuos de las heces
contaminan el agua, funcionando ésta como ruta de transmision, y considerando a
este recurso no tratado como una fuente de infeccion. También se debe considerar
gue la bacteria no se puede aislar de este medio con facilidad (Cava & Cobas, 2003;
Pérez-Pérez, 2018).

2 Latrogénica: Material en contacto con la mucosa gastrica de una persona
infectada que es luego puesta en contacto con otra persona. Los endoscopistas que
no usan guantes incrementan el riesgo de estar infectados (Cava & Cobas, 2003).

3. Transmision oral-oral: Se identifica en Africa por mujeres que pre masticaban
alimentos para sus hijos. Ademas de los nifios infectados que vomitan y tocan
objetos a los que otros infantes pueden tener acceso e ingresar a su boca; en esta
categoria también se incluyen los fomites® (Pérez-Pérez, 2018).

Las infecciones por via ambiental o a través reservorios animales no pueden ser
descartadas. De hecho, los perros y gatos sirven de depdsito de H. heilmanii, que
se asocia a H. pylori en la infeccion y produce casos de gastritis en humanos (Cava
& Cobas, 2003).

1.3Patogénesis de H. pylori

El estbmago es el 6rgano del cuerpo humano encargado del proceso de digestion,
durante este proceso el cuerpo secreta diferentes sustancias como acidos y
enzimas que ayudan en la digestion y ademas provee una barrera que previene del
paso de microorganismos desde el intestino (Rodriguez & Benavides, 2010). La
mucosa gastrica cuenta con un sistema de defensa y reparacion que le ayuda a

2 Reservorio: Portador alterno o pasivo que hospeda organismos patégenos, que pueden afectar a otros
individuos.
3 Fémite: Objeto inerte que puede extender una enfermedad, e igualmente transportar agentes infecciosos.
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resistir los cambios que se pueden provocar por la exposicion a agentes nocivos
endogenos y exdgenos. A pesar de los mecanismos de defensa con los que cuenta
el estbmago y la hostilidad del entorno H. pylori ha logrado transformar las
condiciones de la mucosa y convertido a este 6rgano en su nicho ecoldgico (Roldan,
2011; Wong et al., 2000).

1.4Etiologia de lainfeccion por H. pylori en el estdmago

El microorganismo ingresa a nuestro cuerpo através de la boca y llega al estbmago,
donde gracias a sus flagelos logra movilizarse hasta la capa de mucus que recubre
las células del epitelio gastrico (Bai et al., 2010). H. pylori posee adhesinas como
la Bab Ay la OipA las cuales ayudan en la adherencia de la bacteria a las células
foveolares superficiales donde puede evitar los movimientos de vaciado estomacal
(Lépez & Gonzéalez, 2011). Adicionalmente, logra colonizar con mayor facilidad
gracias a la accion de la ureasa que ayuda a neutralizar el ambiente acido del
estomago (Fig 1) (Mahdavi et al., 2002).

La bacteria posee un sistema de secrecion tipo IV induce accion citotoxica a nivel
de la mucosa gastrica, esta se codifica por genes ubicados en una region
denominada “Isla de patogenicidad CagA o Cag-PAl”, a través de la cual se facilita
la entrada de proteinas como cagA y vacA quienes tienen una actividad citopatica
(Atherton, JC, 1995).

Ademas de esto, H. pylori para establecerse y colonizar utiliza fosfolipasas que
ayudan en la hidrolizacién de las membranas celulares, conllevando a la liberacion
de lisolecitinas, las cuales constituyen un factor ulcerogénico (Ramis et al., 2010).
Adicionalmente cuenta con lipopolisacaridos (LPS), peptidoglucanos, tetrapéptidos,
entre otros PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) los cuales
logran estimular gran variedad de receptores extra e intracelulares como el Nod 1,
provocando un efecto quimiotactico sobre los eosinéfilos y neutrofilos, facilitando su
multiplicacion y persistencia. La activacion de estas células desencadena la
liberacién de citoquinas, lo cual genera una respuesta inflamatoria amplificante,
lesionando aun mas la mucosa mediante la liberacion de mediadores inflamatorios
(Fritz et al., 2007).
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Figura 1. Esquema del proceso de infeccion por H. pylori en el estbmago. Se
observa el proceso de infeccion de H. pylori desde que este ingresa al cuerpo
humano, como este se ancla al tejido e induce un proceso inflamatorio (Gastritis),
que puede desencadenar a otras enfermedades gastricas (Ulceras). Tomado y
modificado de (Pajares & Gisbert, 2006)

Inflammation Inflammation

Ulcera sangrante

Los factores ambientales, habitos y condiciones de vida que actualmente se
conocen como Exposoma son un factor determinante del curso de una infeccién
bacteriana y especialmente en el tracto gastrointestinal son muy amplios como la
dieta, exposicién a otros microorganismos como el Virus de Epstein Barr (Lopez &
Gonzalez, 2011).

1.5Consecuencias clinicas de la infeccién por H. pylori

El desarrollo clinico de la infeccidén por este patdgeno es impredecible y variable,
influenciado por diferentes factores tanto de la bacteria como del huésped, entre
ellas la distribucion de gastritis la cual se ha correlacionado fuertemente con el
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riesgo de secuelas clinicas ya sea Ulcera duodenal, g4strica, atrofia de la mucosa,
carcinoma o linfoma gastricos (Kusters et al., 2006).

El proceso precanceroso de avance de las diferentes enfermedades que preceden
al cancer gastrico es tan prolongado que puede durar décadas, ofreciendo de esta
manera multiples oportunidades para lograr diagnosticar y dar tratamiento a las
diferentes enfermedades. Cuando se llega a un estadio avanzado en las patologias,
el control endoscépico con regularidad es importante para identificar lesiones o
dafos antes de alcanzar la etapa de cancer (Correa, 2011).

1.5.1 Gastritis crénica no atréfica

Es considerada una enfermedad inflamatoria crénica de la mucosa gastrica la cual
puede ser producida por agentes exdgenos y endbégenos desencadenando los
sintomas dispépticos atribuibles a la enfermedad. Cuando se sospecha de esta
patologia el paciente debe someterse a una valoracion clinica, a una endoscopia y
ademas se necesita una confirmacion histologica. Es una enfermedad asociada al
H. pylori, que suele ser superficial, sin atrofia, conocida también como gastritis tipo
B (Roldan, 2011).

1.5.2 Gastritis atrofica

Esta patologia esta altamente relacionada con la infeccion por H. pylori y consiste
no tanto en un proceso inflamatorio (gastritis), sino en una serie de cambios de
pérdida epitelial (atrofia), adelgazamiento de la mucosa gastrica y reemplazamiento
de células epiteliales gastricas por otros tipos de células (Manzano & Morillas,
2004), a los que se asocia, casi siempre la Metaplasia (seudopilorica, pancreatica o
intestinal), cambio en principio adaptativo-protector, que sustituye al epitelio gastrico
perdido (Ortego & Cebrian, 2001).

1.5.3 Ulcera péptica géstrica

Es una lesion en la mucosa gastrointestinal que permanece como consecuencia de
la actividad acida del jugo gastrico la cual se extiende mas alla de las fibras
musculares (muscularis mucosae), esta lesion se puede presentar en el estbmago
o en el duodeno (Vazquez-Anovega et al., 2014).

Una de las causas mas comunes de la patologia ulcerosa péptica (PUD) es la
infeccion por H. pyloriy el uso de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) incluyendo el acido acetilsalicilico (aspirina) (Reddy & Marsicano, 2018)

17



1.5.4 Displasia, Metaplasiay Cancer Gastrico.

Displasia gastrica

Es la combinacién variable de alteraciones microscépicas que se caracteriza por la
variacién en el tamafio, la forma y la orientacion de las células epiteliales, el
agrandamiento y la atipia de los nucleos, y la distorsion de la disposicion glandular
normal. La evaluacién de la displasia es a menudo dificil y la concordancia
interobservador en la displasia de clasificacion es deficiente (De Vries et al., 2007).

Metaplasia intestinal (MI)

Se define como el reemplazo de las células epiteliales columnares géstricas por
células caliciformes o goblet cells, en disposicion similar al intestino delgado con
células absortivas con bordes en cepillo (metaplasia completa) o en disposicion
similar al intestino grueso con pocas células absortivas (metaplasia incompleta)
(Chacaltana et al., 2009).

El MI probablemente sea el resultado de la diferenciacion desviada de las células
madre gastricas hacia las células del intestino delgado o del fenotipo coldnico (De
Vries et al., 2007).

Cancer Gastrico

El CG finalmente es la suma de mdultiples factores de riesgo presentes en la persona;
es el resultado de una infeccion extendida, una inflamacidn gastrica severa (gastritis
extensiva al cuerpo, hipoclorhidria y atrofia), pero ademas de interacciones
complejas entre la edad en que fue adquirida la infeccidén, los mecanismos de
respuesta inmune del huésped, la virulencia de la bacteria y la dieta, entre otros
aspectos (Ishag & Nunn, 2015).

Linfoma del Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT)

Esta patologia se puede localizar mayormente en la region del antro de la cavidad
gastrica, lugar donde se presenta mayor tejido de tipo linfoide. Adicionalmente,
estudios preexistentes asocian a H. pylori con esta patologia debido a que una vez
se erradica la bacteria se observa una regresion del linfoma (Alarcon et al., 2004).

1.6 Pruebas de diagnostico para H. pylori

La alta tasa de infeccion por este patdbgeno ha empujado a los investigadores a
desarrollar pruebas que detecten eficazmente la presencia de dicha bacteria en el
organismo, por lo anterior se han desarrollado diferentes métodos agrupados en
dos categorias técnicas invasivas y no invasivas. Las técnicas invasivas
denominadas de esta manera porgue es necesaria una endoscopia para la toma de
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muestra de tejido (biopsia) para su aplicacion, incluye prueba rapida de la ureasa,
tinciones histoldgicas, cultivo y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); y las
técnicas no invasivas donde se agrupan la prueba del aliento C13 (urea marcada
carbono 13), serologia y deteccion de antigenos en heces fecales (Bermudez Diaz
et al., 2009; Gatta et al., 2003). En este caso como el objetivo de investigacion es
cultivo abordaremos este, a continuacion.

1.7 Cultivo de H. pylori

Es el método mas especifico para el diagndstico de infecciones por H. pylori
(Cervantes, 2016). Dentro de las ventajas que posee esta técnica estan la
clasificacion genotipica de la bacteria, la sensibilidad antimicrobiana, la evaluacion
de virulencia y toxicidad, la resistencia antibiética y el diagnéstico microbiano (Frias
& Otero, 2017). Ademas, es la unica herramienta a través de la cual se puede
obtener y conservar cepas para posteriores estudios de gendmica y protedmica. La
desventaja de su uso esta asociada a un mayor costo y consumo de tiempo, debido
a los requerimientos especiales para el transporte, procesamiento y requerimiento
de suplementos para cultivo de la bacteria. Adicionalmente, el diagndstico puede
tardar varios dias, asi como su baja sensibilidad en condiciones no optimas (Diaz
et al., 2009).

Para lograr el aislamiento de H. pylori se han utilizado varios medios de cultivo, entre
los que se encuentran los que contienen agar, como caldo cerebro-corazén (BHI),
TSA, Columbia, Brucella, Wilkins-Chalgren y Mueller-Hinton. Los medios son
usualmente enriquecidos con 5-10 % de sangre de caballo, carnero o humana u
otros aditivos, como la hemina, isovitalex, ciclodextrina y almidén; ademas de una
combinacion de no menos de cuatro antibioticos selectivos (Lee et al., 1997). Este
microorganismo requiere una atmosfera de microaerofilia, alta humedad,
temperatura de 35-37 °C y un tiempo de incubacion de 5 a 10 dias (Van Der Hulst
et al., 1996).

H. pylori se identifica en base a la forma de la colonia (colonias pequefas,
redondeadas, lisas y transparentes de aproximadamente 1 mm de diametro), la
tincion de Gram, y su positividad en las pruebas de actividad de la ureasa, la
catalasa y la oxidasa (Alarcon et al., 2004; Kusters et al., 2006).

1.8 Banco de muestras

La mayor entidad que representa a las colecciones de siembras de microbianos es
la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC), esta organizacién es la
encargada de generar los lineamientos basicos para establecer un cepario que

19



cumpla con las expectativas tanto propias como las de las personas que pueden
llegar a requerir de las muestras almacenadas. En la actualidad se encuentran
registradas alrededor de 614 colecciones en 71 paises registradas en la WFCC
(IBUN, 2014). EIl objetivo principal en la creacion de un banco de cultivos es el
mantenimiento de cepas de microorganismos viables, con cambios de tipo
morfologico, fisiolégico o genético, ademas de promover desarrollo en las técnicas
de preservacion, las cuales han ido cambiando con el pasar de los afios debido a
los avances en la biotecnologia (Hunter et al., 1986; IBUN, 2016; WFCC, 2010).

En relacién a Colombia, se busca enfrentar los problemas en areas como la salud,
agricultura y el medio ambiente, haciendo uso de este tipo de ceparios de
microorganismos, teniendo como referencia el Banco de Cepas y Genes del Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN), el cual esta
debidamente registrado ante el Ministerio del Medio Ambiente y el Instituto
Alexander Von Humboldt (IBUN, 2014).

1.9Tratamiento

Desde que se descubrio H. pylori uno de los retos mas grandes para médicos y
cientificos ha sido encontrar la manera mas efectiva para erradicar completamente
la bacteria o por lo menos de un 80% con una minima induccién de resistencia y sin
efectos secundarios considerables. Una vez terminada la linea de tratamiento el
porcentaje de reinfeccion es baja, lo que significa que los beneficios del tratamiento
son durables (Otero et al., 2009; Suebaum & Michetti, 2002). Sin embargo, los
antibidticos no pueden actuar solos ya que el pH acido del estdbmago influencia
sobre la efectividad de los agentes antimicrobianos usados, por esta razon se usan
en combinacion con un inhibidor de la bomba de protones (PPI) o ranitidina citrato
bismuto (Gerrits et al., 2006).

Se debe tener presente que no hay medicamentos exclusivos para erradicar H.
pylori (Morcillo-Mufioz et al., 2018). Desde hace décadas se dispone de los mismos
antibidticos como: bismuto, amoxicilina, tetraciclina, claritromicina, metronidazol y
furazolidona. Mas recientemente quinolonas como la levofloxacina, sitafloxacina,
gatifloxacina, moxifloxacina y rifabutina (Malfertheiner et al., 2017; Shiotani et al.,
2017). Las fluoroquinolonas, macrolidos e imidazoles, tienen resistencia cruzada
con los de la misma clase. El aumento progresivo de la resistencia de H. pylori a los
antimicrobianos ha determinado que en la actualidad la eficacia de las terapias
triples sea solo del 60-70% en contraste con la eficacia del pasado que eras mas
del 90% (J. Gisbert et al., 2016; J. P. Gisbert & McNicholl, 2017; Malfertheiner et al.,
2017)

En cuanto a los esquemas de erradicacion para el 2018 los consensos coinciden en
gue el tratamiento debe durar 14 dias excepto los que contienen rifabutina, que
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pueden ser de 10 dias. La eficacia minima exigida es 90% por ITT (intencion de
tratar) (Shiotani et al., 2017). Ningun esquema es 100% eficaz, por lo cual se debe
disponer de tratamientos de segunda, tercera linea, y de rescate o salvamento (J.
P. Gisbert & McNicholl, 2017; Malfertheiner et al., 2017; Otero R. et al., 2015).

La erradicacién se verifica después de cuatro semanas de terminado el tratamiento.
Las pruebas de diagndstico que se utilizan usualmente son prueba de aliento (UBT:
urea breath test) o antigenos fecales ambas consideradas no invasivas. La
endoscopia digestiva alta, no se recomienda, excepto cuando es necesaria para
evaluar la enfermedad inicial, como Ulceras gastricas, linfoma MALT gastrico o
cancer gastrico (Malfertheiner et al., 2017; Shiotani et al., 2017).

1.10 Resistencia antimicrobiana

La mayoria de las bacterias tiene la capacidad de adaptarse con rapidez para
sobrevivir, por esto la resistencia bacteriana es la principal causa del fracaso de los
esquemas antimicrobianos para contrarrestar una infeccion (Francis Mégraud,
1998). La resistencia del H. pylori puede ser, primaria o natural, definiéendose como
la incapacidad intrinseca del antibiético para erradicar la infeccion desde el primer
tratamiento y la secundaria o adquirida, que se desarrolla después de un tratamiento
con un antimicrobiano al cual la bacteria era sensible (Chuah et al., 2011; Martinez
M. et al., 2014).

La resistencia desarrollada por H. pylori se ha asociado con la capacidad de
adaptacion de la bacteria a ambientes hostiles y al uso de los antibioticos; ya que
debido a esta ultima se pueden desarrollar mutaciones en genes cromosomales que
se transmite en forma vertical a la descendencia por poblaciones bacterianas
resistentes con un aumento progresivo de la resistencia. Esta caracteristica esta
dada por mutaciones en genes cromosomales se considera diferente de aquella por
plasmidos, en donde se transmite de manera rapida en forma horizontal en la
poblacién bacteriana que lo adquiere (Martinez M. et al., 2014; F. Mégraud, 2004;
Pajares et al., 2007).

1.10.1 Metronidazol (MTZ)

Es una sustancia de origen sintético descubierta en 1950 en un laboratorio francés
cuya homenclatura es [1-(2-hldroxietil)-2-metil5-nitroimidazol] (Figura 2) con funcion
antibacteriana y antiparasitaria que pertenece a la clase de los nitroimidazoles;
originalmente su indicacion estaba relacionada con el tratamiento de infecciones
provocadas por Thrichomonas vaginalis, pero con el paso del tiempo se ha ampliado
su espectro de accion, siendo utilizado en una variedad de organismos con alta
eficacia para combatir bacterias anaerobias tanto Gram-negativas como Gram-
positivas y protozoos (Bendesky, 2001; Freeman et al., 1997).
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Figura 2. Estructura quimica del Metronidazol. Imagen tomada de (Bendesky,
2001)

El Metronidazol es relativamente inactivo hasta que es metabolizado en organismos
de tipo anaerobio que tienen la capacidad de convertirlo con la ayuda de enzimas
tipo redox piruvato-ferredoxina oxidorreductasa o flavodoxina. El grupo nitrilo del
MTZ es reducido por la ferredoxina o por un mecanismo analogo y los productos de
la reaccidon son los responsables de desestabilizar y dafiar el ADN o formando
aductos con las proteinas, inhibiendo de esta manera la sintesis de acidos nucleicos
(Figura 3) (Bendesky, 2001).
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Figura 3. Mecanismo de accion del Metronidazol en la célula bacteriana. Se
puede observar una de las vias de accion del Metronidazol en las células
bacterianas y como este induce la fragmentacion del ADN como un proceso de
erradicacion de H. pylori. Realizado: BioRender.com
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El MTZ se activa mediante el mecanismo de transferencia de electrones, que genera
radicales nitros con la capacidad de destruir el ADN. Las mutaciones en el gen que
codifica una NADPH nitrorreductasa independiente del oxigeno (rdxA) son la
principal causa de la resistencia de H. pylori a este compuesto. Adicionalmente
mutaciones en otros genes como fdxA que codifica para la NADPH
flavinoxidorreductasa o fdxB que codifica para la ferredoxin-like protein que pueden
inducir resistencia (Cisneros, 2009; Martinez M. et al., 2014).

1.10.2 Amoxicilina (AMX)

Es un farmaco de tipo semi sintético bactericida de amplio espectro, clasificado
como una aminopenicilina, la cual se forma al agregar un grupo amino adicional a
la penicilina. La AMX es sintetizada por primera vez en 1972 en un laboratorio en
Inglaterra, cuya nomenclatura es acetamido]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptano-2-carboxilico (Figura 4). La AMX esta indicada para el tratamiento de
infecciones de bacterias de tipo Gram-positivo, Gram-negativo y de otros
microorganismos como la Salmonella y Shigella. Ademas de esto es un farmaco
desarrollado para combatir la resistencia a los antimicrobianos (Figueroa et al.,
2012; Marin & Gudiol, 2003)).
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Figura 4. Estructura quimica de la Amoxicilina. Imagen tomada de (Marin &
Gudiol, 2003)

La forma en que AMX actua es inhibiendo la tltima etapa de la sintesis de la pared
celular bacteriana uniéndose a unas proteinas llamadas PBPs (Penicillin-Binding
Porteins) localizadas en la pared celular, inhibiendo la unién cruzada de las cadenas
lineales al polimero peptidoglucano. Al impedir la construccién de la pared celular
de manera adecuada, la amoxicilina ocasiona una lisis de la bacteria y su muerte
(Figurab)(Marin & Gudiol, 2003).
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Figura 5. Mecanismo de accion de los B-lactamicos. Este proceso afecta la
formacion de la pared celular, se puede observar como el anillo -lactamico de la
Amoxicilina presenta una similitud estructural con la region del pentapéptido lo que
le permite unirse a las enzimas en el espacio periplasmico de forma covalente e
impedir de esta manera la formacion de la pared celular, exponiendo a la bacteria
al medio y que esta muera. Tomada de Suarez & Gudiol, 2009

Los mecanismos de resistencia de H. pylori estdn mayormente asociados con la
mutacion de la proteina de union a penicilinas PBPs, en el gen pbplA, aunque
también se conocen otras mutaciones que pueden implicar resistencia en otros
genes como pbp2, pbp3, hefC, hopC y hofH. También se puede generar resistencia
a AMX por una alteracion en la permeabilidad de la membrana; la perdida, reduccién
y modificacién de las porinas pueden generar una resistencia a los B-lactamicos.
(Cisneros, 2009; Puerto et al., 2004).

1.11 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Los antibiogramas son métodos que ayudan a probar la capacidad de uno o varios
agentes antimicrobianos para inhibir el crecimiento bacteriano de manera in vitro
bajo condiciones de laboratorio estandarizadas. Uno de los objetivos principales de
aplicar este tipo de estudio es ayudar al especialista a establecer la medicacion mas
adecuada para un paciente con una infeccion especifica, pero este tipo de
correlaciones entre los resultados in vitro y la respuesta clinica es dificil de predecir,
debido a factores que influencian la interaccion entre el antibi6tico, el
microorganismo y el hospedero. Los datos que se logran acumular a través de este
tipo de pruebas son importantes para la vigilancia epidemioldgica de la resistencia
a los antibidticos a diferentes niveles (regional, departamental y regional) que

24



ayudan a construir mejores lineas de atencion para los pacientes infectados. (Arena
et al., 2015; Khan et al., 2019).

Los resultados de una prueba de antibiograma se pueden dar en Concentracion
Minima Inhibitoria CMI (mg/L) o se pueden mostrar con halos de inhibicion,
dependiendo del tipo de prueba que se aplique. Estos datos junto con criterios
microbiologicos, farmacologicos y clinicos nos mostraran los puntos de corte
(breakpoints), a través de los cuales se podra asignar a la bacteria en una categoria
clinica de sensible (S)o resistente (R) (EUCAST, 2013; Leegaard et al., 2000).

Sensible: el crecimiento de la bacteria esté inhibido in vitro por una concentracién
de un agente antimicrobiano utilizando una dosis habitual o que su efecto
terapéutico es aplicable.

Intermedio: el crecimiento de la cepa bacteriana es inhibido de manera in vitro por
la concentracibn maxima recomendada de un agente antimicrobiano y esto se
puede asociar a un efecto terapéutico incierto.

Resistente: el crecimiento de la cepa bacteriana no puede ser inhibida de manera
in vitro por una concentracion segura de un antimicrobiano lo cual se va a asociar
con una alta probabilidad de fracaso terapéutico (EUCAST, 2013; IDDEX, 2018).

Existen dos clasificaciones a través de las cuales se clasifican a los métodos de
susceptibilidad antimicrobiana. La primera son los métodos cuantitativos los cuales
en su procedimiento permite determinar la Concentracion minima inhibitoria (CMI)
definiéndose como la concentracion minima a la que un antibiotico es capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano y la concentracion bactericida minima (CBM)
definiéndose esta como la concentracion minima que en un periodo de tiempo
determinado tiene la capacidad de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una
poblacién bacteriana. Las pruebas que nos pueden arrojar estos resultados son la
de dilucion en caldo, dilucién en agar y el epsilometro test (E-test®). Los métodos
cualitativos en este caso la prueba de difusidon en disco, ayudan a clasificar
directamente a un microorganismo como sensible, intermedio o resistente
(Cercenado & Saavedra-Lozano, 2008; Taroco et al., 2008).

1.11.1 E-test®

Dentro de los métodos de gradiente antibidtico se encuentra la prueba del
epsilobmetro o también conocida como E-test® (Figura 6). El principio de este
método consiste en depositar una tira de plastico no poroso de 6 cm de largo y 5
mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de un antibiético equivalente
a 15 diluciones. Mediante este método podemos observar la formacion de un halo
de inhibicién y de esta manera obtener el CMI (Taroco et al., 2008).
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Figura 6. Formacioén de la elipse de una prueba E-test®. Tomado de: Cavalieri & Coyle,
2005
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2 ANTECEDENTES

Desde la descripcion de H. pylori por los médicos australianos Barry Marshall y
Robin Warren en 1982 (Warren & Marshall, 1983), estos sembraron un hito en la
investigacion que se ha extendido por casi 40 afios y que aln no se detiene en la
necesidad de conocer las formas de accion de este microorganismo en la poblacion
humana.

En 1991 y luego de casi una década de investigacion y una variedad en los
resultados que presentan las investigaciones que por ende resultaron en
controversias, se decide iniciar una serie de consensos en los cuales se unifica y
acepta que la infeccién por esta bacteria desempefia un papel importante en la
génesis de la gastritis, Ulcera péptica duodenal, Ulcera péptica gastrica, cancer
gastrico y el linfoma tipo MALT, por esto la Agencia Internacional para la
investigacion del Cancer (IARC) y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS), le
dieron a H. pylori la clasificacion como un Carcindgeno de tipo | (Parsonnet et al.,
1991)

Desde la descripciéon de H. pylori los cientificos han desarrollado y ajustado
diferentes técnicas a través de las cuales se puede detectar la presencia de la
bacteria. Asi como existen diferentes técnicas también es imposible no caer en las
comparaciones para establecer cual es la mas adecuada es asi como Lage y
colaboradores en 1995 plantean un estudio donde comparan los diferentes métodos
invasivos utilizados en el diagnéstico (Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
cultivo, prueba rapida de ureasa y tincion de Giemsa) llegando a conclusiones tales
como qué PCR y cultivo poseen valores similares de sensibilidad, y adicionalmente
concluyendo que se puede detectar H. pylori por amplificacion (Lage et al., 1995).

Para el afio del 2001 se impone el aspecto microbioldgico, describiendo de una
manera mas exacta las condiciones que se deben tener en cuenta a la hora de
decidir incursionar en la recuperacion de una bacteria como H. pylori,
microorganismo que se ha considerado exigente en sus requerimientos
nutricionales y especifico en sus necesidades de transporte, siembra y aislamiento
(Majalca-martinez et al., 2001).

En el 2006 Kusters y colaboradores publican un compendio en donde abordan los
diferentes aspectos de la naturaleza patoldgica de H. pylori, en este documento se
encuentran resaltados sus caracteristicas morfolégicas y fisiologicas generales
como su forma usualmente espiralada, pero también resalta aspectos tales como
gue esta adquiere su forma cocoide cuando pasa un tiempo prolongado en cultivo
y cuando se somete a tratamientos con antibiéticos, se considera que las formas
cocoides no son cultivables y en algunos casos se cree que representan células
muertas. Adicionalmente, se considera un neutrofilo, esta bacteria sobrevivira a
pH<4 pero solo cuando se expone en un tiempo corto, pero el crecimiento éptimo
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se dara en el rango del pH entre 5.5-8.0 por lo cual se considera que la bacteria
tiende a ser aciddfila (Kusters et al., 2006).

El cientifico colombiano Pelayo Correa en el 2011 presenta un modelo secuencial
de lesiones gastricas que preceden al desarrollo de Cancer géastrico. Se considera
que la infeccién por H. pylori es un factor determinante pero no necesario en el
desarrollo de esta enfermedad, ya que se ha demostrado que la infeccidn por esta
bacteria tiene una asociacion causal con la gastritis y la Ulcera péptica, y por
consecuencia con el C.G. (Correa, 2011).

Un aspecto de suma importancia en la investigacién desde la descripcion de H.
pylori son los diferentes esquemas de erradicacion que se han desarrollado a lo
largo de las investigaciébn y aunque no son exclusivamente para la bacteria
combinan uno o dos antibiéticos y ademas un medicamento inhibidor de la bomba
de protones los cuales ayudan en la eliminacién del microorganismo, debido a las
implicaciones médicas que esta infeccion puede desencadenar, de esta manera
abordamos uno de los problemas principales y es el aspecto de la resistencia y de
los mecanismos que la bacteria ha desarrollado para poder combatir y persistir
como una de las infecciones mas extendidas a nivel mundial (Moreno, 2009)
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefo experimental

Se llevo a cabo un estudio el cual fue dividido en dos partes: una etapa experimental
in vitro y otra etapa observacional descriptiva. La fase experimental se llevo a cabo
en el laboratorio de Genética Humana de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad del Cauca, aplicando las medidas dispuestas en los protocolos de
bioseguridad de las instalaciones. La etapa observacional descriptiva fue aplicada
de pacientes mayores de 18 afios que asistieron a consulta en la Unidad de
Endoscopia, del Hospital Susana Lopez de Valencia, localizada en la ciudad de
Popayan durante el periodo 2020 — 2021.

3.2 Procedimiento metodoldgico

Medios para transporte y cultivo de muestras

Con base en la busqueda bibliografica realizada previamente y en los recursos de
los que disponia el laboratorio, se seleccionaron medios de cultivo para determinar
las condiciones de transporte, procesamiento y siembra de las muestras clinicas
con posible presencia de H. pylori.

Se prepar6 un medio de transporte el cual fue Brain Heart Infusion (BHI - Scharlau)
con 20% de Glicerol (Sigma Aldrich) y dos medios de cultivo denominados; Medio
A que contenia Agar Base Sangre (Merck KGaA), y el medio B con Agar Tripticasa
de Soya (TSA — Scharlau), los cuales fueron suplementados como se muestra en la
siguiente tabla:

Tabla 1. Medios y suplementos utilizados para realizar la recuperacion de H.
pylori

(A)AGAR BASE SANGRE (B)AGAR TRIPTICASA DE
(500 mL) SOYA (500 mL)
1,5 gr Triptona (BBL™) 10 gr de Caseina

1,7 gr de Caseina hidrolizada 0,22 gr de Carbonato de Calcio

0,15 gr Carbonato de Sodio 1 gr de Carbdn Activado

1 gr Carbon activado 7 % de Globulos rojos de
caballo desfibrinados
10% de Glbbulos rojos de 10% de Suero de Bovino Adulto

carnero (EOLabs LTDA) (Thermo Fisher Scientific Inc)
4 mL de Suplemento selectivo 4 mL de Suplemento Vitox
(DENT) Oxoid™
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4 mL de Oxoid™ Suplemento
Selectivo de Helicobacter pylori

Tomay Transporte de la muestra

Las muestras bioldgicas (tejido de mucosa gastrica humana) fueron tomadas
mediante procedimiento de gastroduodenoendoscopia llevada a cabo por el
gastroenterélogo usando una pinza de biopsia Captura® en la unidad de
especialistas, siguiendo el protocolo de sydney modificado (Dixon et al., 1996), cada
muestra se depositd individualmente en un tubo centrifuga de 1,5mL eppendorf®
que contenia 1 mL de medio BHI con 20% de Glicerol estéril (Merck®). Se utiliz6 un
cédigo para cada paciente haciendo una distincion del area del estomago de la cual
provenia la biopsia, antro o cuerpo respectivamente. Los tubos con las muestras se
depositaron en una crio-caja y fueron mantenidos en nevera de Icopor® con geles
congelados para conservar la cadena de frio. Al final de la jornada la nevera fue
transportada al laboratorio de Genética de la Universidad del Cauca.

Se debe aclarar que las muestras utilizadas para desarrollar el objetivo 1 en la
evaluacion de los medios de cultivo fueron donadas por el centro de endoscopia
Endovideo 2000 Ltda. Mientras que las muestras utilizadas para el objetivo 2 en el
establecimiento del banco de aislados de H. pylori fueron obtenidas gracias al
proyecto “Patrones de expresion de los antigenos Lewis B y sialyl-Lewis X y la
variabilidad de los genes BabA y SabA de Helicobacter pylori: un estudio en
pacientes con lesiones gastricas” el cual se desarrollé en conjunto con la Unidad
Endoscopica y Gastrica Andes del Sur del Hospital Susana Lopez de Valencia.

Los pacientes que aceptaron participar en el estudio “Variabilidad de los antigenos
de Lewis” estos firmaron un consentimiento informado después de una explicacion
clara del estudio segun lo dispuesto en la Resoluciéon No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud (Anexo 1). La investigacion fue aprobada por el comité de ética
de la Universidad del Cauca. Ademas, se les realiz6 una encuesta sociodemografica
de la cual se obtuvieron variables como sexo, edad, estado civil, educacion,
ocupacion entre otros, las cuales proporcionaron informacién acerca de la poblacién
estudiada (Anexo 2).

Este estudio se acogio a las pautas de confidencialidad de la informacion personal
de los pacientes, de acuerdo, a la declaracién de Helsinki (1964). Manteniendo la
codificacion usada en la obtencidbn de las biopsias, asegurando asi la no
identificacion del sujeto y del mantenimiento de la confiabilidad de la informacién.
Solamente el investigador principal tuvo acceso a los datos que fueron
resguardados y mantenidos en custodia en el Laboratorio de Genética Humana de
la Facultad Ciencias de la Salud, cumpliendo asi con los principios éticos basicos
de bienestar y proteccion contra dafios evitables.
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Aislamientos e identificacién de H. pylori

Una vez las biopsias llegaron al laboratorio se llen6 un registro general de ingreso
(Anexo 3) y estas fueron procesadas en el menor tiempo posible posterior a la toma,
aplicando las normas de bioseguridad y protocolos dispuestos en el laboratorio de
Genética de la Universidad del Cauca descritos en la Resolucion R-0650 de 2021.

Cada biopsia fue triturada en el eppendorf de transporte junto con el medio BHI
usando un macerador plastico estéril, el contenido fue vertido en cajas de Petri que
contenian medio de cultivo (A o B) y usando la técnica de extension, las cajas fueron
rotuladas con el codigo asignado a la biopsia. Fueron incubadas con las siguientes
condiciones: 37°C, 10 % de CO2, 5% de Oz con una humedad del 95%
(Cancerologia, 2017) en la incubadora marca Revco Inc. Los cultivos fueron
revisados diariamente de los cuales se llevo un registro de presencia/ausencia de
colonias sugestivas las cuales deben cumplir en el aspecto macroscoépico con las
siguientes caracteristicas H. pylori se muestra como una bacteria de colonias
pequefas, redondeadas de bordes lisos, brillantes y transparentes (Holt et al., 1993;
Robin Warren & Marshall, 1983), presencia de colonias contaminantes y la
evaluacion de pruebas como ureasa y catalasa en colonias presuntivas a partir de
la hora 48 y hasta el dia 12 de cultivo. Este protocolo se utilizé para los dos medios
Agar en sangre y TSA los cuales fueron empleados en la fase de aislamiento de la
bacteria. Se uso el crecimiento de la cepa de referencia NCTC 11637 como control.

Pruebas para la Identificacion de H. pylori

Las pruebas que se aplicaron en las colonias sugestivas para confirmar la presencia
de H. pylori fueron agrupadas en la siguiente tabla:

Tabla 2. Pruebas para la identificacion de H. pylori

PRUEBAS DE

IDENTIEICACION PRINCIPIO PROCEDIMIENTO

La bacteria produce la enzima

Prueba de Ureasa

ureasa que puede transformar la
urea en amonio (NH4) y bicarbonato,
lo que puede posteriormente
aumentar el pH del medio, este
cambio pH se detecta de forma
indirecta con un indicador rojo fenol
desarrollando un color fucsia que
indica una prueba positiva.

Se tomaron con un hisopo algunas
colonias de la placa de cultivo y se
sumergieron en un tubo de
centrifuga 0,6 mL que contenia la
mezcla de urea 1,5% y rojo fenol
0,01%. El viraje a fucsia en el color
nos daba el resultado positivo.
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Prueba de Catalasa

Esta prueba pone en evidencia la
presencia de la enzima catalasa.
Brindando la capacidad a la bacteria
de descomponer el peroxido de
hidrégeno (H202) en O2 (presencia
de burbujas) y  H20. El
desprendimiento de burbujas indica
un resultado positivo.

Se tomaron algunas colonias de la
bacteria con un hisopo, que
posteriormente se sumergié en un
tubo de centrifuga 0,6 mL con
peroxido de hidrégeno al 10%, se
observo la reaccion y la aparicion
de burbujas indic6 un resultado
positivo.

Prueba de Oxidasa

Esta prueba se realiza para
determinar la presencia del sistema
citocromooxidasa. Para realizar esta
prueba se usaron tiras impregnadas
con oxalato de p-
aminodimetilamina, cuando se da la
reaccion y ocurre la oxidacion se
produce un compuesto organico
conocido como indofenol
desarrollandose un color puarpura
indicando un resultado positivo.

Esta prueba se realizé siguiendo
la recomendacion del fabricante
Oxidase Test sticks (PanReac
AppliChem ®), Se tomaron
abundante cantidad de colonias
en un asa estéril y se depositaron
en la zona indicada por la tira de
prueba.

El resultado positivo de la prueba
estuvo indicado por la aparicion
del color purpura en la zona del
stick demarcada en un tiempo
menor o igual a 60 segundos

Tincién Gram

La tincibn de Gram es un
procedimiento de rutina en
bacteriologia compuesto por varios
pasos de tincién y decoloracién para
la identificacion y clasificacion
fenotipica bacteria. Las Gram
positivas generalmente presentan
una pared celular con mayor
contenido de peptidoglucano por lo
gue se tifien de color oscuro morado.
Mientras que otras bacterias poseen
parad celular con menor
peptidoglicano, pero tienen
lipopolisacaridos, estas tifien de
color rosa.

Para este proceso se hizo un
extendido de la muestra, se dejo
secar y se flame6é al calor (3
veces). Se agregd Cristal violeta
por 1 min y se lava con agua.
Luego se agrego Lugol por 1 miny
se lava con agua, se decolora con
alcohol/acetona por 30 sy se lavo
con agua. Se realizé tincién de
contraste con Safranina por 1 min
y se lava. Finalmente se observé
en el microscopio con luz blanca.
H. pylori se mostr6 como un bacilo
Gram negativo (Smith & Hussey,
2005).

Preservacién de las cepas aisladas

Una vez se hizo la confirmacion de la presencia de H. pylori con las pruebas
mencionadas anteriormente, se procedié a tomar con un hisopo una o varias
colonias para realizar un extendido en una nueva caja con medio fresco y se incubd
a 37°C, 10 % de CO», 5% de O, con una humedad del 95%, esto con la intencién
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de tener una cantidad adecuada de bacteria aislada para poder proceder a su
almacenamiento (Cancerologia, 2017).

El almacenamiento se realizd en crio-viales los cuales contenian en su interior
aproximadamente 1 mL de medio BHI con glicerol al 20%, cuando se obtuvo una
cantidad abundante de bacteria con un hisopo estéril se procedio a tomar bacteria
del aislamiento y se llevo al vial formando una suspension bacteriana. Cada vial fue
marcado con el codigo asignado a la biopsia y almacenado en una crio-caja. El
proceso de conservacién se llevé a cabo en dos etapas; primero se llevaron las
muestras a un congelador con una temperatura de -30°C por 24 h, en la segunda
etapa y para su preservacion definitiva las muestras fueron trasladadas un
congelador con una temperatura de -80°C (Bayona, 2013).

Para verificar la viabilidad de los aislamientos guardados luego de 4 semanas de
almacenamiento se retiraron viales al azar del congelador y se sembraron alrededor
de 400 pL de cepa en un medio TSA suplementado y se incubd bajo las condiciones
de cultivo establecidas, obteniendo de esta manera la activacion del aislamiento y
verificando que las condiciones de almacenamiento y congelacion fueron
adecuadas.

3.3 Banco de cepas de H. pylori

Para llevar a cabo esta etapa fueron usadas muestras nuevas recolectadas en el
Hospital Susana LOpez y transportadas al laboratorio siguiendo el protocolo
aprobado para el proyecto “expresion de los antigenos Lewis”. Se siguio el proceso
de identificacion, aislamiento, crecimiento y congelacién bacteriana descrito en el
item de aislamiento e identificacion; se almacenaron las cepas que presentaron las
siguientes caracteristicas definidas para una muestra positiva: crecimiento puro sin
contaminacion, y pruebas positivas H. pylori (ureasa, catalasa y oxidasa) ademas
gue mediante observacion microscoépica de tincion Gram se observaron bacilos
abundantes (con bajo o nulo de formas cocoides). Estas siguieron la metodologia
descrita anteriormente en la seccion “aislamiento e identificacion H. pylori”. Para el
almacenamiento, el material biolégico fue conservado en viales a -80°C en el
ultracongelador (Thermo Scientific) para su preservacion, se cuentan con dos viales
de suspensién bacteriana de cada una de las muestras aisladas.
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Figura 7. Resumen del proceso metodolégico para el aislamiento, identificacién, multiplicacién y almacenamiento de Helicobacter
pylori. A. corresponde al proceso de toma y transporte de la muestra, este Ultimo realizado en BHI + glicerol. B. se muestra un paso rapido del proceso de
cultivo la imagen 2 corresponde a los medios utilizados B medio Tripticasa de Soya y A es el Agar Base Sangre; la imagen 3 al proceso de incubacion y la
imagen 4 corresponde a una caja de Petri sembrada con colonias presuntivas. En esta etapa realizamos las pruebas de identificacion la imagen 5 donde se
pueden observar colonias brillantes y extendidas por toda la caja, mientras que la imagen 6 nos revela la morfologia mas precisa redondeada y de borde liso
caracteristicas de H. Pylori; laimagen 7 es una prueba de ureasa positiva por su tonalidad rosada y laimagen 8 muestra la prueba catalasa con la produccién
de Oz (burbujas); la imagen 9 se muestra una tira de prueba oxidasa donde se muestra positiva por su tono purpura; la imagen 10 se aprecia a H. pylori en su
forma de bacilo gran negativo. C muestra el proceso que seguimos para almacenar las cepas la imagen 11 muestra una caja de Petri con la bacteria crecida
de manera abundante esta la tomamos con un hisopo y la guardamos en medio BHI + glicerol y finalmente la almacenamos en criocajas a -80°C imagen 12.
Elaborado nor: Aleiandra Lénez Polanco.




3.4Aplicacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de
Metronidazol y Amoxicilina

Los aislados de H. pylori almacenadas fueron descongeladas y se tomaron 400 pL
de la suspension bacteriana, esta fue sembrada en una caja de cultivo con medio
TSA suplementada e incubada en las condiciones indicadas anteriormente en la
seccién de aislamiento e identificacion de H. pylori.

Segun las guias expedidas por los comités internacionales encargados de
determinar las pautas basicas a través de las cuales se pueden aplicar las pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana, que se usaron como base para desarrollar este
objetivo, se decidi6 aplicar la técnica del epsilémetro la cual esta aprobada por la
Administracion de Drogas y Medicamentos (FDA) en Norteamérica y por el Comité
Europeo de Antibiograma utilizando un medio de prueba estandarizado (CLSI, 2016;
EUCAST, 2013)

Se utilizé la técnica de E-test® (biOMeurieux, Francia) para cada uno de los
antibidticos, estas se aplicaron en medio Mueller-Hinton (Scharlau) el cual fue
suplementado con 10% de Globulos rojos Equinos desfibrinados (Microgen ®) y
Suplemento Vitox Oxoid™. Se usé la escala de turbidez de McFarland numero 3
como patrén para realizar una siembra comparable de cada muestra, a partir de un
cultivo no mayor a 72 h se suspendio la bacteria en caldo BHI, Este proceso ayudo
a no exceder la cantidad de bacteria sembrada.

Para la aplicacion de la prueba de E-test® se realizé un inodculo a partir de cultivo
puro, con una densidad bacteriana de 3 en la escala de McFarland la cual equivale
a 9x108 UFC y se sembré en medio con agar Mueller-Hinton (Scharlau). Se empled
una placa para cada anti-microbiano debido al tamafio de los halos. En cada caja
de Petri se agregaron 200 pL del indculo el cual se distribuy6 de manera homogénea
en la caja, se espero alrededor de 10 minutos para que el medio absorbiera parte
de la bacteria y se procedi6 a depositar la tira de E-test®, adicionalmente se sembré
una tercera caja para mantener un control de crecimiento sin tira de antibiético. Se
incubo bajo las siguientes condiciones 37°C, con 10% de CO.y una humedad del
90%. Se realizaron lecturas a las 24h, 48hy 72 h. Ademas de esto se utilizo la cepa
de referencia NCTC* 11637 como control para el crecimiento en el medio y para las
pruebas aplicadas (Pereyra et al., 2017).

Las muestras fueron clasificadas en Sensible (S) y Resistente (R); utilizando los
breakpoints o MIC (mg/L) del EUCAST® y el NCCLS®.Para su clasificacion los
aislamientos fueron considerados como resistentes a AMX (Amoxicilina) con un MIC
> 0.5 pg/ml y sensible con un MIC < 0.5. En el caso de MTZ (Metronidazol) el

4 National Colletion of Type Cultures, London
> Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
® Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico
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aislamiento se considera resistente con un MIC >8 ug/ml y se considera sensible
con un MIC < 8. En el proceso de lectura se tomd registro de los resultados y
evidencia fotografica durante las 3 revisiones para lograr una valoracién mas precisa
utilizando adicionalmente la una caja #3 sin tira para referencia de crecimiento
(EUCAST, 2013).

3.5 Definicién de variables

Tabla 3. Definicion de variables por escala y unidad de medicion.

Tipo de Variable Variable Escala Unidad de medicion
TIPO DE MEDIO _ Agar Base Sangre/ Agar Tripticasa de
. Nominal Soya
Dependientes
TIPO DE Amoxicilina/Metronidazol
ANTIBIOTICO Nominal
GENERO Nominal” Femenino / Masculino
EDAD Razoént Afos
ESTADO CIVIL Nominal Soltero/Casado
OCUPACION Independlent_e/Ama de
Nominal casa/Agricultor
PROCEDENCIA Nominal Urbana/Rural
NIVEL EDUCATIVO ) Primaria/Secundaria/Superior
Nominal
INGRESO
ECONOMICO Nominal SMMLV
Independiente SITIO DE LA Atro/C
MUESTRA Nominal ntro/Cuerpo
CULTIVO Nominal Presencia/Ausencia/Contaminacion
ALMACENAMIENTO
DEL AISLADO® Nominal Almacenado/No Almacenado
PRUEBAS Positivo/Negativo
BIOQUIMICAS Nominal 9
TINCION GRAM Nominal Positivo/Negativo
PRUEBA DE
SENSIBILIDAD . . .
ANTIMICROBIANA Nominal Sensible/Resistente
(AMX 'y MTZ)

7 Nominal: escala que clasifica las unidades de estudio en categorias basado en atributos o caracteristicas.
8 Razoén: Datos cuantitativos que se caracterizan por un punto de cero absoluto, lo que significa que no hay
un valor numérico negativo.

9 Almacenamiento: Refiere a la variable en la que la cual hay una cantidad de bacteria suficiente para ser
almacenada en el refrigerador a -80°C.
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3.6 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis comparativo entre las condiciones de los medios de cultivo
para la eleccion del mas adecuado comparando los porcentajes de recuperacion
bacteriana en los dos medios evaluados. En el caso de las pruebas bioquimicas la
unidad de medicion positivo incluye pruebas catalasa, oxidasa y ureasa positivas.
Con relacion a la tincion Gram los bacilos y cocos gran negativos caracteristicos de
H. pylori se tomaron como una prueba positiva. Los datos obtenidos de estas
variables fueron consignados en una base de datos en Excel®.

Se tomaron los datos de las encuestas sociodemograficas de los pacientes
cultivados de la base de datos de SPSS IBM® v25 del proyecto “Antigenos de
Lewis” evaluando media y desviacion estandar en el caso de la edad y porcentaje
en las demas variables. Se realiz6 una tabla de contingencia para los datos
arrojados de positividad de antro y cuerpo.

Los datos preliminares de susceptibilidad obtenidos de algunos aislados de H. pylori
con relacion a los antibioticos AMX y MTZ fueron consignados en la base de datos
de Excel® existente y estos se presentaron como una fraccion matematica.

4 RESULTADOS

Los resultados son descritos acorde a los objetivos propuestos:

Objetivo 1: Adaptar las condiciones de transporte, crecimiento,
almacenamiento y viabilidad del cultivo de Helicobacter pylori en el
laboratorio de Genética Humana de la Universidad del Cauca.

Tomay transporte de la muestra

Con relacion a la toma de la biopsia, por recomendacion del gastroenterdlogo, la
muestra se colectd al inicio del procedimiento cuando la pinza aun no se habia
sumergido en formol, para de esta manera reducir el riesgo de contaminacion y
perdida. En el item transporte se utilizO como Unico medio BHI con glicerol
manteniendo una cadena de frio, sin evaluar ningun otro factor.

4.1 Cultivo de H. pylori

Los resultados obtenidos en la fase de estandarizacion en la cual se utilizaron 20
muestras donadas para someter a prueba los medios de cultivo en este proyecto
fueron los siguientes: el medio de cultivo A present6 un porcentaje del 35% (7/20)
de aislamientos sugestivos H. pylori, mientras que el medio de cultivo B tuvo un
porcentaje de H. pylori mayor con un 55% (11/20). En el medio de cultivo B se
observo un crecimiento mayor y numeroso de colonias sugestivas, mientras que en
el medio de cultivo A se presentd un menor crecimiento y mayor contaminacion con
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colonias grandes o abultadas, en este caso las pruebas fueron variables mostrando
resultados como ureasa negativa y catalasa positiva o ureasa positiva y catalasa
débil (Imagen 1Ay 1B).

Imagen 1. Comparacion del crecimiento de los medios A y B para la
recuperacion de H. pylori. 1A Corresponde al Agar Base Sangre el cual presento
un porcentaje menor de crecimiento y mayor de contaminacion. 1B Agar Tripticasa
de Soya el cual presentdé mejor recuperacion de la bacteria y un crecimiento
abundante. Tomadas por: Alejandra Lopez.

Resultados de pruebas de identificacion para H. pylori

La identificacion de H. pylori se analizd bajo la variable crecimiento la cual fue
positiva para el medio A 7/20, sin crecimiento 7/20 y contaminado 6/20 y para el
medio B el crecimiento fue 11/20, sin crecimiento 5/20 y contaminacion 4/20.
Ademas, utilizamos las pruebas bioquimicas en los dos medios las cuales se
agruparon en la figura 8, con relacién a las pruebas ureasa y catalasa estas se
aplicaron a la totalidad de las placas en las que se observaron colonias presuntivas,
aunque en algunos casos cuando el cultivo estaba contaminado catalasa se mostro
mas débil de lo esperado; las pruebas de oxidasa se realizaron con una frecuencia
menor. Con relacion a la tincion Gram la presencia de bacilos y cocos caracteristicos
de H. pylori fueron el determinante para un resultado positivo en este caso, sin dejar
a un lado la presencia de otros microorganismos sobre todo en las placas
contaminadas.
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RESULTADOS DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION
EN MEDIOS DE PRUEBAS
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Figura 8. Grafica de barras de resultados de las pruebas bioquimicas en los
medios de prueba para la recuperacion de H. pylori. Las columnas azules y
grises representan los valores positivos para las diferentes pruebas realizadas en la
identificacion de la bacteria. Mientras que las columnas naranja y amarilla
representan en todos los casos los valores negativos para cada medio en el cual se
realizé el ensayo.
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|
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Imagen 2. Proceso de recuperacion y pruebas bioquimicas de Helicobacter
pylori. 2A) Se observar una siembra en TSA con presencia de colonias presuntivas
de H. pylori. 2B) La aplicacién de la prueba de ureasa positiva. 2C) Aplicacion de la
prueba de Oxidasa que arroja un resultado positivo. 2D) Muestra del resultado de
las pruebas de Ureasa y Catalasa en las dos es positiva. 2E) Imagen de una placa
en el microscopio con la Tincion de Gram en 100X en la cual se observa la forma
bacilar de la bacteria. 2F) Cajas de Petri donde observamos a la bacteria totalmente
aislada y con crecimiento abundante lista para almacenar. Tomadas: Alejandra
Lopez.

Objetivo 2: Consolidar un banco de aislamientos a partir de las biopsias de
pacientes con lesiones gastricas en el laboratorio de Genética Humana de la
Universidad del Cauca.

Una vez las condiciones del cultivo fueron estandarizadas se utilizé el medio B para
el desarrollo de este objetivo; se procesaron y sembraron 154 muestras gastricas,
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las cuales correspondieron a 77 pacientes que llegaron a la unidad de endoscopia
del hospital Susana Lopez de Valencia, en el periodo 2020-2021, las muestras
procesadas pertenecieron a 54 (70,1%) mujeres y 23 (29,9%) hombres, con una
edad promedio de 47,96 + 15.08 afios y 53.36 + 15 afios respectivamente.

Cuando se agruparon los pacientes por edad se observé que 40,3% estuvo entre
41 a 60 afos, un 37,7% se encontrd entre 18 y 40 afios, mientras solo el 22,1% fue
mayor a 61 afos. (Tabla 4)

Algunas otras variables relacionadas con las caracteristicas sociodemograficas
(estado civil, procedencia, ingresos, educacion y ocupacion) de la poblaciéon de
estudio se presentan en la tabla 3. En esta muestra un 61% de los pacientes
pertenecia al area rural o rural disperso en comparacién con 39% que provenia del
area urbana. de forma similar el 63,7% se agrupado en estado casado(a) o union
libre, un 66,2% de la poblacion declar6 no tener ningun tipo de ingreso econémico,
Por otra parte, la ocupacion predominantemente de 53,2%, con ama de casa
mientras que en el nivel educativo el 55,8% de los participantes estuvo en basica
primaria.

Tabla 4. Descripcién de las caracteristicas sociodemogréaficas de la muestra de
estudio.

Caracteristicas n=77 (%)
Masculino 23 (29,9)
Sexo _

Femenino 54 (70,1)

Media:47.96 £ 15.08
Edad 18 a 40 afos 29 (37,7)
41 a 60 afos 31 (40,3)
61 a 80 afios 17 (22,1)
Estado civil Casado/U. libre 49 (63,7)
Soltero/separado/viudo 28 (36,3)
. Urbana 30 (39,0)

Procedencia _
Rural cabecera/ disperso 47 (61,0)
No ingresos 51 (66,2)
<1SMMLV 18 (23,4)
Ingresos

1SMMLV 5 (6,5)
>1SMMLV 3 (3,9)
Primaria 43 (55,8)
Educacion Secundaria 18 (23,4)
Superior 16 (20,8)

41



Ama de casa 41 (53,2)
Ocupacion Agricultor 14 (18,2)
Independiente 22 (28,6)

Con relacién al cultivo se encontré que 100 de las 154 muestras cultivadas (65%),
fueron positivas para H. pylori con base en criterio de observacién macroscopica y
pruebas de identificacion mientras que 54 de las muestras (35%) fueron negativas
(Figura 9) (Imagen 3).

PORCENTAJE DE RESULTADOS DE CULTIVO
DE H. PYLORI.

NEGATIVOS
35%

POSITIVOS
65%

Figura 9. Diagrama de pastel que muestra los resultados de cultivo. El diagrama
muestra los porcentajes de crecimiento de H. pylori.
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Imagen 3. Formato de registro de resultados de las muestras de cultivo.
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Ademas, se logré apreciar que la recuperacion de la bacteria a partir de las dos
areas de las cuales se obtuvieron las muestras fue similar; la positividad del
crecimiento de la bacteria a partir de la zona antral del estomago fue de 51 pacientes
(66,2 %) mientras que el crecimiento de la bacteria a partir del area del epitelio
gastrico conocido como cuerpo, fue positiva en 49 individuos (63,3%).

Por otro lado, se realiz6 una comparacion entre las dos areas de toma de muestras,
y mediante una tabla cruzada se evidencio que 59,7% de los individuos presento
H. pylori tanto en antro como en cuerpo, mientras que 29,9% no se encontrd
evidencia por cultivo. Unicamente 3,9% (3) de los aislamientos fueron encontrados
Unicamente en cuerpo y 6,5% (5) solo en antro (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla cruzada de la positividad de Helicobacter pylori en antro*
Helicobacter pylori en cuerpo

H. pylori en cuerpo

Tota
Negativo Positivo
. Negativo 23 3 26
H. pylori en antro
Positivo 5 46 51
Total 28 49 77

4.2Banco de cepas de H. pylori

Para establecer el banco de aislamiento de H. pylori se usaron las muestras
obtenidas en el objetivo dos, de las 100 cepas que arrojaron un resultado positivo
para H. pylori, en el banco se registraron 55 aislamientos recuperados viables luego
de ser descongelados. Por el contrario 45 de las cepas no se lograron almacenar
en el banco por causas como contaminacion y el crecimiento insuficiente de la
bacteria, o al cambio de morfologia de bacilo a coco, lo cual afecto la viabilidad
considerablemente (Tabla 6) (Imagenes 5A y 5B).

Tabla 6. Resumen de las muestras almacenadas en el banco del Laboratorio
de Genética Humana.

ALMACENADOS  ACTIVOS VIABLES 55

NO POR CONTAMINACION 7
ALMACENADO CRECIMIENTO INSUFICIENTE o 38
FORMAS COCOIDE
TOTAL 100
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Imagen 5. Ejemplos de reduccién de viabilidad en cepas. Estas placas
corresponden a la tincion de Gram; en la imagen 5A en 100X se puede observar la
presencia de H. pylori de un cultivo en el que se observa la presencia de cocos;
mientras que la imagen 5B en 100X corresponde a una placa contaminada en la
cual se observa a H. pylori con tono rosa una forma bacilar pequefia, mientras que
las formas redondeadas de un color parpura mas intenso es un contaminante no

identificado.

Objetivo 3: Establecer los parametros basicos para la aplicacion de la prueba
de sensibilidad y resistencia antimicrobiana para Metronidazol y Amoxicilina
a partir de los aislamientos de Helicobacter pylori obtenidos en laboratorio de
Genética Humana de la Universidad del Cauca.

4.3 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de H. pylori

Una de las aplicaciones del cultivo de H. pylori es la posibilidad de realizar pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana. Se aplicé la prueba de E-test® de AMXy MTZ a
un total de 13 aislamientos escogidos al azar obtenidos en el desarrollo de este
proyecto (Figura 10); como se muestra en la tabla 7 se encontré que los aislamientos
mostraron una resistencia para Amoxicilina de 5/13, mientras que en este caso la
sensibilidad fue de 8/13. Con relacion a Metronidazol la resistencia fue de 11/13, y
la sensibilidad llegé tan solo a 2/13 de los aislamientos evaluados (Imagen 6).
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RESULTADO DE PRUEBAS DE

SUCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA
ERESISTENCIA = SENSIBILIDAD
15
11
10 8
5
> 2
0
AMOXICILINA METRONIDAZOL

Figura 10. Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana AMXy MTZ

PACIENTE OBSERVACIONES UREA [CATA| OXID | GRAM| REPIQUES BANC(IJ ANTIBIO AMX M1z
48h | 72h | 48h | 72h

150C H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B [R-1 2V Sl S S R R

150 A H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B |R-1 2V S S S R R

151C H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P C |[R1

151A H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P C ([R-1

162 C H. pylo |H. pylo |H. pylo P D P C [R1

162 A H. pylo |H. pylo |H. pylo P D P C |R-1

163 C H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B [R-1 2V Sl S S R R

163 A H. pylo |H. pylo |H.p +CN] P P p B |R-1 2V S|

164 C H.p ?? |CNT CNT N N N N |[R-1

164 A H.p ?? |CNT CNT N N N N |R-1

165C H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B |[R-1 2V Sl S S R R

165A H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B |R-1 2V Sl S S R R

166 C H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B |R-1 2V S R R S S

166 A H. pylo |H. pylo |H. pylo P P P B |R-1 2V Sl S S ? ?

Tabla 7. Registro de resultados de revision de muestras. En plantilla
observamos una tabla de registro de resultados de cultivo que tiene en la zona
derecha un registro de revision de la aplicacion de las pruebas de sensibilidad. CNT:
contaminado - P: positivo - D: débil — N: negativo — B: bacilo — C: coco — V: vial - S:
sensible — R: resistente.
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6C

6D

Imagen 6 Resultados de la aplicacion de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana
para Metronidazol y Amoxicilina. 6A-B Corresponden a una cepa la cual arrojo un
resultado de RESISTENCIA a los dos antibiéticos, en A la linea roja nos indica en donde
comienza a formarse el halo de sensibilidad el cual esta por encima del MIC establecido,
indicado en la flecha naranja. Contrario las imagenes 6C-D corresponden a una cepa la
cual se observa un resultado de SENSIBILIDAD en la prueba de e-TEST.
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5 DISCUSION

El cultivo bacteriano es una herramienta muy util para la identificacién, diagndstico
y evaluaciéon de infecciones, asi como muchas otras aplicaciones en ambitos de
industria alimenticia o animal; ademas las técnicas de cultivo de alto rendimiento y
los enfoques que aprovechan la formacion de biopeliculas son enfoques nuevos
que presentan futuros prometedores en la investigacion (Overmann et al., 2017).
Con relacion al cultivo de H. pylori esta es la Unica prueba con 100% de
especificidad para el diagndstico de la bacteria a pesar de que su sensibilidad es
ligeramente menor a la de otras pruebas con un valor de 93%, esta sensibilidad se
ve afectada por la exigencia en su naturaleza, la distribucién de H. pylori dentro del
estdbmago y alto riesgo de contaminacion y pérdida en el proceso de toma de la
muestra segun Opavski et al., en el 2007.

El cultivo cuenta con dos ventajas relevantes, la primera es la oportunidad de aplicar
una prueba de susceptibilidad antimicrobiana a través de las cuales se puede
ayudar a construir esquemas de tratamiento de erradicacion de la bacteria; y la
segunda es la Unica forma que permite obtener bacteria necesaria para
almacenamiento y el posterior uso de esta para estudios genéticos o moleculares,
herramienta que nos permite una caracterizacion detallada de la bacteria (Cutler et
al., 1995).

Hasta el momento en el departamento del Cauca no se han registrado estudios que
aborde el cultivo de H. pylori y la creacion de un banco de aislamientos de este
microorganismo para la region suroccidental del pais. Adicionalmente, se debe
destacar que en la revision bibliografica el uso de esta técnica se encuentra cada
vez menos referenciada en los articulos por el crecimiento en el uso de técnicas
moleculares, debido a esto consideramos que es importante retomar el uso de esta
herramienta para el curso investigativo y diagnostico.

De la misma manera, esta técnica no es muy popular en los laboratorios ni en el
diagndstico clinico, debido a las desventajas que puede tener, entre las que se
pueden destacar el alto costo, la necesidad de personal capacitado y el alto
consumo de tiempo, ademas de esto H. pylori es un organismo con requerimientos
y condiciones muy especificas para su recuperacion y crecimiento. Ademas, en el
departamento del Cauca no existen estudios de aislamiento de cultivo como una
técnica invasiva complementaria ademas de los histopatoldgicos realizados con la
biopsia o los no invasivos como prueba de aliento o deteccidn del antigeno en heces
(Cava & Cobas, 2003)(Otero Regino, 2013).

El cultivo a partir de especimenes clinicos como biopsia gastrica presenta serias
dificultades, las tasas de aislamiento oscilan entre 23,5% y 97% dependiendo de
factores como los componentes del medio de cultivo, el transporte de las biopsias,
los métodos de toma de la biopsia, la automedicacion de los pacientes con
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inhibidores de bomba de protones/antibiéticos (Bedoya et al., 2017; Yin et al., 2009).
En nuestro trabajo se aplicd un protocolo lo suficientemente consistente para el
aislamiento de H. pylori el cual nos permiti6 tener una tasa de recuperacién
moderada con un valor de 60%.

El cultivo en H. pylori es complejo, no solo por lo nombrado anteriormente, sino
porque es una bacteria que al momento en que adquiere su forma cocoide por
envejecimiento o condiciones desfavorables (modificacion de pH, tension en
temperatura, oxigeno, ausencia de nutrientes o exposicion a antibidticos) aumenta
la dificultad para su obtencién, adicionalmente a esto se debe tener en cuenta que
su nicho es el estbmago, un 6rgano que a pesar de su hostilidad le provee de todas
las condiciones para mantener su forma bacilar y poder establecerse (Francis
Mégraud & Lehours, 2007),por estas razones el estudio de las condiciones en el
laboratorio que le proporcionen un ambiente que remplace sus necesidades para
establecerse fuera del cuerpo humano ha sido impulsado desde su descubrimiento,
por lo anterior en este estudio se realiz6 una comparacion en la recuperacion de
dos medios Agar Base Sangre (ABS) y Agar Tripticasa de Soya (TSA); el agar base
sangre en estudios previos ha logrado una tasa de recuperacion superior al 90%
como se reporta por Testerman et al., en el 2001 el cual se muestra mas alto al 35%
gue logramos en este estudio, se debe tener en cuenta que valor aportado por
Testerman se logra por el uso del medio junto con sustratos definidos, colesterol y
B- ciclodextrina, elementos que lo convierten en un medio de alto costoso y de baja
posibilidad de replicacion (Testerman et al., 2001).

Ademas, se debe tener en cuenta que, a pesar de no lograr una recuperacion alta,
en este estudio el medio TSA obtuvo un rendimiento adecuado, resultado que se
compara con hallazgos previos en la zona del eje cafetero colombiano por Bedoya
et al., en el 2017 y Ramirez & Ospina, en el 2018 cuyos valores en las tasas de
recuperacion se muestran cercanas al 60%. En esta investigacion no se observo un
mayor impacto en las condiciones de transporte o siembra sobre el crecimiento
bacteriano a pesar de los sugerido por Bayona Rojas, 2013, donde se especifica y
recomienda que la muestra debe ser triturada en solucion salina antes de ser
inoculada.

Con relacion a la recuperacion del microorganismo a partir de cultivo, la tasa que se
presentod en este estudio llega a el valor del 65% (100/154) cifra que es muy cercana
a la obtenida con Bedoya et al., 2017 estudio en el cual trabajan con un medio de
similares caracteristicas al usado en este proyecto en el que la tasa de recuperacion
llega al 59,2% en la zona del eje cafetero colombiano.

Abordando la prevalencia de la infeccidbn por H. pylori, esta se ve relacionada
fuertemente con la procedencia de la poblacion, en este estudio el 61% de los
pacientes proviene de zonas rurales, dato que establece que en el departamento
del Cauca la mayor parte de su poblacién se concentra en esta zona, se ha sugerido
gue la infeccion esté afectada por las condiciones de vida deficientes que podria
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favorecer la adquisicion de la bacteria y posterior curso de esta infeccion (Parente
et al., 2006). Por lo tanto, el acceso a recursos como agua potable sanitizada,
alcantarillado entre otros, podrian reducir la presencia y persistencia de la infeccion
en las zonas rurales del departamento. Estos resultados son consistentes con
estudios que relacionan la incidencia de la infeccion por H. pylori con la region
geogréfica, especificamente con la alta prevalencia de este microorganismo en
paises en vias de desarrollo (Yilmaz & Koruk Ozer, 2019).

Por otro lado, se debe resaltar que de los 54 pacientes que arrojaron un resultado
positivo para H. pylori se obtuvieron 100 aislamientos, los cuales estuvieron
distribuidos de manera similar en antro y cuerpo con 66,2% y 63,3%
respectivamente, en contraste con la hipotesis que refiere la presencia de la bacteria
con preferencial en el antro debido a la presencia de células productoras de acido
en cuerpo, esto tenderia a reducir la presencia de bacteria. Sin embargo, como
pacientes ya tengan gastritis o atrofia y la inflamacién esto afecta las células y
favorece su persistencia (Crowe, 2019).

La prueba de E-test® es una tira de plastico que contiene un gradiente de antibidtico
predefinido, continuo y exponencial en un lado y una escala de CMI graduada que
cubre 15 diluciones dobles en el sitio opuesto. La CMI se puede leer directamente
de la escala impresa en la tira en el punto donde el borde de la elipse de inhibicion
del cultivo bacteriano se cruza con la tira. Esta prueba tiene un patron estable de
liberacién de antibidticos y se ha encontrado que tolera la incubacion prolongada.
Esta es la razén principal por la cual se ha recomendado la prueba en lugar del
método de difusion del disco para H. pylori (Buitrago et al., 2019; Piccolomini et al.,
1997).

De la misma manera, en este proyecto se pretendié continuar la investigacion con
la aplicacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana como un ensayo piloto en
algunas de las muestras que se obtuvieron para el banco de aislamientos. En los
resultados se observa que la resistencia de H. pylori a Metronidazol es del 84,6%
(11/13) valor comparado con registros previos de Trespalacios et al., en el 2010
estudio que registré un valor de resistencia para MTZ de 81%, estos valores se
consideran altos comparados con el reporte de Martinez M. et al., en el 2014 para
América Latina en el cual el valor para la resisten a MTZ fue 65%. En el caso de la
Amoxicilina la resistencia presentd un valor 38,5% (5/13) este contrasta en
comparacion con los reportes de Trespalacios et al., en el 2010 y Martinez M. et al.,
en el 2014 los cuales reportan valores de resistencia de 3,8%, y 6,5%
respectivamente.

Los datos arrojados en este estudio se pueden comparar con los obtenidos en China
por Wang et al., en el 2019 estudio en el que se reportan valores de resistencia de
78% y 31% para MTZ y AMX respectivamente, mientras que en una revision
sistematica que se realiza para América Latina en el 2014 por Camargo et al., en
los articulos entre los afios 1988 y 2011 los reportes muestran datos de resistencia
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de 53% para MTZ y 4% para AMX, datos que solo evidencian un alarmante
incremento de resistencia de la bacteria. Se debe considerar que la resistencia
primaria de H. pylori a los antibidticos usados en las diferentes terapias de
erradicacion es una de las principales causas del fracaso de los tratamientos y en
parte es el responsable de la persistencia de la infeccion. Estos resultados
preliminares nos indican que se debe incrementar el seguimiento y la vigilancia de
esta infeccion, asi como a las areas donde la bacteria persiste en la regién caucana.

Finalmente, este proyecto constituye un avance en la investigacion para conocer a
H. pyloriy para reconocer al cultivo como una herramienta que puede ayudar a
entender el origen y los cambios que esta bacteria ha sufrido en el territorio. Ademas
de esto, la posibilidad obtener informacion de aplicacion clinica como lo son las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante la cual se puede construir y
fortalecer las vias de tratamiento contra la infeccion a nivel nacional, convirtiendo
este instrumento en un aliado para el diagnéstico en pro de contrarrestar la
prevalencia de la infeccion y asi mismo ayudar a reducir las enfermedades gastricas
asociadas, asi como el cancer gastrico.
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6 CONCLUSIONES

Segun nuestro estudio se pudo concluir que las condiciones del cultivo que
nos permitieron una mayor recuperacion de H. pylori a partir de biopsia fueron
el uso del Agar Tripticasa Soya suplementado con 7 % de Glébulos rojos de
caballo desfibrinados, 10% de suero Bovino Adulto, 2 mL de Suplemento de
enriquecimiento Vitox Oxoid™ y 4 mL de suplemento Selectivo para
Helicobacter pylori Oxoid™, las condiciones de incubacion fueron 37°C, 5%
O2, con 10% de CO2y una humedad del 95%.

En este estudio se desarroll6 de manera eficaz el protocolo de cultivo de H.
pylori, logrando establecer un banco de cepas viables de esta bacteria
congeladas a -80°C en el laboratorio de Genética Humana de la Universidad
del Cauca. Este proceso también nos posibilitd la identificacion de otras
formas de la bacteria que no son viables.

Se logran establecer los parametros basicos para la aplicacion de pruebas
de sensibilidad antimicrobiana los cuales fueron el uso de medio Mueller
Hinton, 10 % de sangre de caballo y 2 mL de Vitox Oxoid™; 300 uyL de
suspension bacteriana en escala 3 de McFarland con lecturas de 48 a 72 h.

Se establecieron los primeros resultados de una prueba piloto para el
suroccidente del pais sobre sensibilidad a los antimicrobianos en la cual
mostré que la resistencia al Metronidazol fue del 11/13 mientras que para
Amoxicilina 5/13, mostrando de esta manera que los patrones de resistencia
de la region suroccidental del pais siguen creciendo progresivamente.
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7 RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el nimero de muestras que hacen parte del banco,
con el propdsito de enriquecer este recurso, debido a que en un futuro se
puede hacer uso de este material para investigaciones que puedan
enriquecer el conocimiento de la region suroccidental del pais.

Ademas, también se recomienda con una nueva propuesta de investigacion
ampliar el nimero de muestras y el panel de antibioticos usados con el
propésito de entender los procesos de resistencia de este patdégeno en él
Cauca.

Se hace la sugerencia de plantear un estudio a nivel molecular donde
podamos establecer que mecanismos de resistencia estan presentes en H.
pylori en la region suroccidental y compararlos con otros estudios nacionales
e internacionales.
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9 ANEXOS
Anexo 1. Encuesta

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

Universicad “Patrones de expresion de los antigenos Lewis B y sialyl-Lewis X y la variabilidad de los genes

del Cauea babA ¥ sabA de Helicobacter pylorf: un estudio en pacientes con lesiones gastricas” ID: 4966
Cadigo _ Entidad Fecha: dd'mm/azaa | |
E.P.5.

SECCION A. INFORMACION PERSONAL

Al. DOCUMENTO DE IDENTIDAD A11. PROCEDENCIA:
AZ. NOMBRES Y APELLIDOS DEPARTAMENTO
MUNICIPIO
A3 TELEFONOS 1. URBANA O [ENERGI'A,ACUEDUCTO Y PISO MiN. CEMEMTC)
Ad. DIRECCION PERMANENTE 2 RURAL CABECERAD
3. RURAL DISPERS0 O
A5, FECHA DE NACIMIENTO: dd/inm/aaaa [ L ] ] VDA
AG.EDAD: [ ]
Al. SEXO: A1Z. EN QUE LUGAR HA VIVIDO POR MAS ANOS?
1. MASCULING O DEPARTAMENTO
2. FEMENING O MUNICIPIO
AB. ETNIA: 1. URBANA O (EMERGIA, ACUEDUCTO ¥ PISO MiN. CEMENTO)
1. INDIGENA D 2. RURAL CABECERA D
2. BLANCAD 3. RURAL DISPERS0 O
3 NEGRAD WAL
4. MESTIZAD
5 MULATAD A13. CUANTOS ANOS HA VIVIDO ALLI? [ |
A9. AFILIACION AL SIST. SEGURIDAD SOCIAL:
1 WINCULADO O A14. EN CUANTO ESTIMARIA USTED SUS INGRESOS MENSUALES?
2 SUBSIDIADO O 1. MENOS DE UN SALARIO MINIMO O
3. COMTRIBUTIWO O 2. UN SALARIO MININMO O
A10. ESTADO CIMIL ACTUAL {INDISTINTAMENTE DEL ESTADO 3 [ _ | VECESUN SALARIO MINIMO O
LEGAL):
1. CASADOW) O

2. SOLTERO(&) O
3. UNION LIBRE O

1. SERARADO{A) O
5. DIVORCIADO(A) O
& YIUDO(&) O

SECCION B. EDUCACION Y OFICIO

B1.CUAL ES SU NIVEL EDUCATO? B2.OCUPACION EN LA QUE HA TRABAJADO POR MAS TIEMPO?
T NINGUNO [ ] 4 TECNICO[ | 1. AGRICULTOR [ | 5 CONSTRUCTOR [ |
2. PRIMARIA[__ | 5 UNIVERSITARIO[ | 2. AMA DE CASA[ | B JUBILADO [ _ |
3. SECUNDARIAL _ ] B POSTGRADO[ | 3. COMERCIANTE [ ] 7. PROFESIONAL[_ ]
4. TRAB.PUBLICO| | & OTROS[ |
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SECCION C. CARACTERISTICAS DE LA VIVIENDA DONDE HA VIVIDG
PORMAS ANOS
C1. TIPQ DE P150 GUE PREDOMINAN EN 5U CASA?

1. TIERRAD 3. BALDOSANO GRANITO O

2. CEMENTOO 4 OTROS
C2 CUANTAS PERSONAS VIVEN EN 5U CASA?
C3I CUANTAS HABITACIOMES HAY EN 5U CASA?
C4. NUMERD DE CAMAS POR HABITACION? ]
C3. CUANTAS PERSONAS POR CAMA?
C6. DE DOMDE OBTIENE EL AGUA POTABLE?

1. ACUEDUCTZ O 3. RIO O MANANTIAL O

2 POZOOALNBED 4 OTRCSO

C7. QUE TRATAMIENTOD LE D& AL AGUA?
1. MINGUND O 2, HERVIDO O
3 FILTRADC O 4 FILTRADC Y HERVIDO O
£ OTRO (ESFECIFICAR)
CB. DONDE ALMACEMA EL AGUA DE CONSUMO?
1.VIDRIOO 2 PLASTICOO
1 BARROD 4 METALO
5 NO ALMACENAD
CB. DONDE DESECHA LAS EXCRETAS?
1. SAMITARIOD 2 LETRINAD 3. CAMPO ABIERTOO

SECCION D. ESTILO DE VIDA
D1. RESPECTO AL HABITO DE FUMAR USTED ES?
1. FUMADOR O
A Fumadar diaric* O
B. Fumadar ocasional™ O
C. Bx-furnador== O
2. NO FUMADOR. O
FUMA AL WMENDS 1 CIGARRILLD AL Dl EN EL OLTIMID ARD

-

FUMA AL MENOE 1 CIGARRILLD EN INTERVALDE MAYORES AL DIARKD

' FUMADOR DAARI0 DUE HA DEJADD DE FUMAR EM EL ULTIMO A50 EIN
DIFEREMG A DE LA CANTIDAD
D2 51 USTED ES FUMADOR DIARIO, CUANTOS
CIGARRILLOS POR DIA FUMA (FUMABA)?
L1
03. 51 USTED ES FUMADCR OCASIONAL, CUANTOS
CIGARRILLOS POR MES FUMA?
L1
04 POR CUANTO & AROS HA FUMADC O FUMO?
L1

D5. RESPECTO AL HABITO DE BEEER USTED' ES?
1. BEBEDOR O
A Bshedor habitual* O
B. Bebedor ocasional™ O
C. Ex-bebedor™ O
2. MO BEBEDORO
BEBE AL MEMOE 1 VEZ POR SEMANA EN EL ULTIMG ARD

-

-

BEBE COM INTERWVALOS MAYORES A LA SEMANA

*** BEBIC) AL MENDS 1 YEZ FOR SEMANA Y LD DEJO EN EL ULTIMO ARQ

DE. 51 WSTED ES BEBEDOR, CUANTO COMSUME DE ESTAS

BEEIDAS POR OCASION?
1. AGUARDIENTE e | B VWHISKY [u___]
2 CERVEZA_ TVOOHAR |

LRON[E_ ] 3 TEQUILA[z_ ]
4 GUARAPO v ] 2 BRANDY [c__|
EVIMC o]

cioopa (26co) bebolella [33000), opioopa ving (1000c), vvaso [4500)

Botela = Thloe; Meda = 3TEco

O7. POR CUANTOS ANOS HA CONSUMIDO?

SECCION E. ANTECEDENTES FAMILIARES

E1. ALGUNC DE SUS5 PARIENTES CERCANOS HA TENIDO ALGUNA DE LAS SIGUIENTES ENFERMEDADES?

1.8l0 2. NOO 3. NOSABED

ENFERMEDAD MAMA (1]

PAPA (2]

HERMANOS (3] | HIJOS{4) | CONYUGUE(3)

ULCERA GASTRICA (1)

GASTRITIS (2)

CANCER DE ESTOMAGO (3)

OTRT CANCER (4)
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SECCION F. ANTECEDENTE S CLINICOS

F1. HA TEMIDO ENDOSCOPIAS PREVIAS?
1.8l0 3. HACE CUANTO?

2. N0 4 DIAGNOSTICO?

F2. SE DETECTO H. gylgri?
1810 2.HMDOO 3 HAGCE CUANTO?

F3. HA SUFRIDD DE LOS SIGUIENTES SINTOMAS?
s | Moz [ HACE cuanTO?

ARDOR

DOLOR EFIGAETRICO
WOMITO - NAUSEAS
LLEMURA

AMEMIA

FERDIDA DE PESD
ANDREXIA
SAMGRADO
DIEFAGIA
REGURGITACKIN

SECCION G. ANTECEDENTE S DE TRATAMIENTO

G1. HA RECIBIDC TRATAMIENTO DE ERRADICACION PARA H. pyion?
1.5l0 ZNODO 3. NOSABED
HACE CUANTO?

G2.CUANTAS VECES HA SIDO TRATADO?

G3. CON CUAL ESQUEMA HA SID0 TRATADO?

1. OMETRCOHICAZOL+AMIXICILINA+IBF

2 O CLARITROMICINA-AMOKICILINA=IBP

3. 0OTRO ESQUEMA DIFEREMNTE:

CLALT

4 OMND SABE

Gd. HA CONSUMIDDO ANTIBIOTICOS PARA EL TRATAMIENTO DE OTRAS
INFECCIOMES (AMOXICILINA, CLARTROMICINA, METRONIDAZOL):

LMoo 1.8l0 3. M50

CUAL:

HACE CUANTO?
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G3. HA CONSUMIDOD INHIBIDORES DE LA BEOMBA
DE PROTONES?

0. NO O 1. 810 3.NSDO
I6.CUAL?

0. OOMEPRAZOL

1. DESOMEPRAZOL
2 OFANTOPRAZOL
3. ORABEPRAZOL
4. OOTRC:

HACE CUANTO?



Anexo 2. Consentimiento informado

Codigo

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Entiendo que se me ha pedido gue participe voluntariamente como sujeto de investigacion en la Linea de Epidemiologia Molecular en
Cancer Gastrico con el proyecte “Patrones de expresion de los antigenos Lewis B y sialyl-Lewis X v la variabilidad de los genes
Baba v 5aha de Helicobacter pylori: un estudio en pacientes con lesiones gastricas”™ ID: 4966 bajo la direccidn de la docente del
Claudia Patricia Acosta del Laboratorio de Genética Humana, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad del Cauca, Popayan.

PROPOSITO: Establecer la relacidn entre la variabilidad genética en los genes de adhesién (haha v aba) v la expresién de los
antigenos de Lewis B (Leb) v Lewis X (slex) en células epiteliales g tejido mucoso en pacientes con lesiones gastricas en una
pablacién del departamento del Cauca.

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

BEMEFICIOS A LA SOCIEDAD: partara informacion acerca del papel de |a relacion de Helicobacter pylari con la respuesta celular del
tejido epitelial de la mucosa gastrica, para identificar los posibles biomarcadores asociados a las diferentes etapas en el desarrollo de
cancer gastrico. Los resultados de estas investigaciones contribuiran a la formulacion de mejores estrategias de prevencion, prondstico
y tratamiento de pacientes con lesiones gastricas en la poblacion.

EMTIDADES PARTICIPANTES: Las investigaciones seran lideradas por investigadores de la Universidad del Cauca, en colaboracion con la
Unidad de Diagndstico Especializado en Patologia vy financiada por la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Cauca.

MUMERQ DE PARTICIPANTES: El ndmero aproximado sera de 120 pacientes.

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

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

2} Permitiré gue se me tomen unas biopsias de tejido gastrico, acorde con las guias actuales de practica clinica, procedimiento que
sera realizado por Médicos Gastroenterologos calificados con el fin de: extraer material genético (ADN) a partir de las biopsias
de tejido tomadas para establecer el tipo de cepa de H. pylori presente en |a mucosa gastrica, para realizar analisis de los genes
objeto de estudio y la genotipificacidn.

3] Aceptaré gue mis muestras sean guardadas en un Banco de Muestras Biolégicas. El ADN extraido de las biopsias del tejido
gastrico, serd almacenado a -20 °C en una solucion buffer tris-EDTA y guardade durante un pericdo de 10 afios en el rea de
custodia del Laboratoric de Genética Humana de la Universidad del Cauca.

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

RIESGOS POR PARTICIPACION: Entiendo que como riesgos potenciales de mi participacion en este estudio se pueden presentar
perforacion faringea, esofagica o gastrointestinal, asi como hemorragia e infecciones en el sitio de torna de muestras. Sin embargo,
estas lesiones son poco frecuentes cuando son temadas por personal médico calificado v experimentado y seran evitadas al maximo
mediante el uso de técnicas endoscdpicas de alta calidad, manteniendo los estandares de asepsia. Cualguier incomodidad, dolar, riesgo
o inconveniente asociado con mi participacion seran atendidos por el Médico Gastroenterdlogo que realice el procedimiento. Entiendo
también que el consentimiento para recibir los tratamientos e intervenciones que podria necesitar para mi enfermedad serd
responsabilidad de la IPS gue me atiende.

CONFIDEMCIALIDAD: Entiendo que la informacion del cuestionario y todas las muestras seran identificadas con un codigo Unico para
proteger mi identidad y datos personales. Esta informacidn sera mantenida bajo estricta confidencialidad por parte de los

investigadores principales Claudia Patricia Acosta.

APROBACION: Se me ha informado que los protocalos y procedimientos de investigacidn que se emplearan en estos estudios han sido
aprcbades por el Comité de Etica para la Investigacidn Cientifica de la Universidad del Cauca.

en el Laboratorio de Genética Humana de la Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca o al tel. 8209872,
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« Me han dicho que la Universidad de Cauca no tiene mecanismos de compensacion si algdn dafio fisico ocurriera como
resultado directo para los sujetos de investigacion de estos proyectos. Sin embargo, entiendo gue los tratamientos de
emergencia disponibles para el publico en general estén disponibles para mi también.

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

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

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

Mombre del participante Firma/huella del participante Fecha

Mombre del testigo Firma del testigo Fecha

Como constancia firma:

Firma del director del proyecto Fecha

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

Para censtancia,

Mombre del participante Firma/huella del participante Fecha

Mombre del testigo Firma del testigo Fecha

Como constancia firma:

Firma del director del proyecto Fecha

65



Anexo 3. Formato de Plantilla de Ingreso

FORMATO DE ENTEADA Y CUSTODIA DE MUESTEAS BIOLOGICAS

Patrones de expresion de los antigenos Lewis B y sialyl-Lewis X y la variabilidad de los genes BabA
v SabA de Helicobacter pylori: un estudio en pacientes con lesiones gastricas

ID: 4966
FECHA DE HORA DE
- LUGAR DE T° DE
CoDIGO CEDULA TOMA DE LA INGRESC AL FIRMA
MUESTRA L ABORATORID ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO
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