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RESUMEN

Prevalente en mas de 4400 millones de personas en el mundo, H. pylori es sin duda el
principal agente etiologico asociado a gastritis, ulcera gastroduodenal y cancer gastrico en
humanos. Sin embargo, bacterias espirales similares a H. pylori, presentes en especies
animales, llamadas Helicobacter no-pylori (NHPH) se han observado en muestras clinicas
humanas. Infecciones con NHPH son acompafiadas de erosiones gastricas, ulceras
duodenales y gastritis cronica menos severas que la producidas por H. pylori. Estudios
recientes sugieren que menos del 15% de la poblacion infectada desarrollara complicaciones
clinicas y que uno de los elementos que puede explicar estos hallazgos son los factores de
virulencia bacterianos encontrados en estas especies. En el presente estudio, se comparo la
prevalencia de 7 genes de virulencia: cagA, vacAsl, babA2, sabA, dupA, jhp0947 e iceAl
tipicamente encontrados en ciertas cepas de Helicobacter pylori y se evalu6 en NHPH
especies, a través de ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La poblacién de
estudio estuvo formada por 242 pacientes ecuatorianos con diferentes diagnaésticos clinicos,
como, por ejemplo, gastritis aguda, gastritis cronica, cancer gastrico y problemas digestivos
agrupados como dispepsia. Como esperado segun la literatura cientifica, se evidencio una
mayor prevalencia de H. pylori (58.3%) con relacion a NHPH (31.4%) y no se observo
asociaciones significativas de estos microorganismos a los diagndsticos clinicos reportados.
Sin embargo, el analisis de virulencia para H. pylori determind una asociacién entre el gen
vacAsl a gastritis aguda y el gen iceAl a pacientes con dispepsia. Con relacion a NHPH, se
identific6 5 genes de virulencia cominmente encontrados en H. pylori revelando
asociaciones significativas de los genes dupA y babA2 a pacientes con dispepsia. Segln
nuestro conocimiento, este es el primer estudio que sugiere la presencia de genes de
virulencia de H. pylori en NHPH especies en pacientes ecuatorianos.

Palabras claves: Helicobacter pylori, Helicobacter no pylori (NHPH), virulencia, gastritis
aguda, dispepsia, PCR, Ecuador.



ABSTRACT

Prevalent in more than 4400 million people in the world, H. pylori is undoubtedly the main
etiological agent associated with gastritis, gastroduodenal ulcer and gastric cancer in humans.
However, spiral bacteria similar to H. pylori, present in animal species, called Non-pylori
Helicobacters (NHPH) have been observed in human clinical samples. Infections with
NHPH are accompanied by gastric erosions, duodenal ulcers and chronic gastritis less severe
than those produced by H. pylori. Recent studies suggest that less than 15% of the infected
population will develop clinical complications and that one of the elements that can explain
these findings are the bacterial virulence factors found in these species. In the present study,
the prevalence of seven virulence genes was compared: cagA, vacAsl, babA2, sabA, dupA,
jhp0947 and iceAl typically found in certain strains of Helicobacter pylori and was evaluated
in NHPH species, through reaction assays in polymerase chain (PCR). The study population
consisted of 242 Ecuadorian patients with different clinical diagnoses, such as, for example,
acute gastritis, chronic gastritis, gastric cancer and digestive problems grouped as dyspepsia.
As expected according to the scientific literature, a higher prevalence of H. pylori (58.3%)
was observed compared to NHPH (31.4%) and no significant associations of these
microorganisms were observed with the clinical diagnoses reported. However, the virulence
analysis for H. pylori determined an association between the vacAsl gene to acute gastritis
and the iceAl gene to patients with dyspepsia. In relation to NHPH, five virulence genes
commonly found in H. pylori were identified, revealing significant associations of the dupA
and babA2 genes to patients with dyspepsia. According our knowledge, this is the first study
to suggest the presence of H. pylori virulence genes in NHPH species in Ecuadorian patients.

Key words: Helicobacter pylori, Non-pylori Helicobacters (NHPH), virulence, acute
gastritis, dyspepsia, PCR, Ecuador
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Estado de Arte

Epidemiologia de H. pylori

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, ureasa, catalasa y oxidasa positiva de
forma espiral con 3 a 5 flagelos para su movimiento. Prevalente en 4.400 millones de
personas en el mundo, lo que significa mas del 50% de la poblacién mundial (Hooi et al.,
2017). Coloniza el estobmago de los humanos especificamente en la superficie luminal del
epitelio de la mucosa antral y provoca una respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica
conocida como gastritis que puede permanecer durante décadas progresando lentamente a
gastritis atrofica, metaplasia intestinal, displasia y eventualmente a un carcinoma (Cover,
2016).

La frecuencia de infeccion varia de una region geogréfica a otra, con areas donde el contagio
es precoz en la vida, &reas donde la prevalencia es bastante elevada y areas donde la infeccién
ha ido disminuyendo gradualmente (Saenz., 2015). Se han descrito prevalencias elevadas en
paises en vias de desarrollo (>80%) y prevalencias menores en paises industrializados
(<40%) (Perez, Rothenbacher, & Brenner, 2004). Se estima que las regiones con mayor tasa
de prevalencia sean Africa (79.1%), América Latina y Caribe (63.4%) y Asia (54.7%), en
donde prevalecen los grupos socioecondémicos mas bajos; mientras que las tasas de menor
prevalencia se registran en América del Norte (37.1%), Europa occidental (34.3%) y Oceania
(24.4%) (Hooi et al., 2017). Con relacion a América Latina, un estudio comparé la
prevalencia de H. pylori en adultos de entre 21-65 afios provenientes de 6 paises,
especificamente: Meéxico, Honduras, Costa Rica, Nicaragua, Chile y Colombia; donde se
obtuvo prevalencias alrededor del 70.1 hasta 84.6 % (Porras et al., 2013). Algunos estudios

epidemioldgicos se han realizado en Ecuador. En 2009, un estudio realizado en 90 pacientes
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ecuatorianos determind una prevalencia del 72.2% a través de una prueba de antigeno para
H. pylori (Sasaki et al., 2009). Otro estudio ecuatoriano evalu6 muestras fecales de 124 nifios
(6 a 36 meses), reclutados de suburbios pobres de Quito, y detecto que el 61% de los

participantes estaban infectados con H. pylori (Egorov et al., 2010).

Epidemiologia de Helicobacter no-pylori (NHPH)

En los ultimos afios, estudios referentes a enfermedades gastricas han encontrado infecciones
humanas con especies de NHPH provenientes de otros animales (@verby et al., 2017). El
nombre Helicobacter no-pylori (NHPH) se ha utilizado en los ltimos afios para abarcar otras
especies del género Helicobacter (Haesebrouck et al., 2009). Los NHPH son bacterias
microaerofilicas catalasa y urea positivas con similitud morfoldgica y una relacion genética
estrecha con H. pylori. Ciertos estudios con hallazgos en tejidos gastricos humanos asocian
a NHPH con erosiones gastricas, gastritis cronica y nodular, ulcera duodenal y linfoma
gastrico de MALT (del inglés Mucosa-Associated Lymphoid Tissue)(@verby et al., 2017).
En 2005, un estudio realizado en 123 pacientes alemanes y belgas positivos para una
infeccion con NHPH evidenci6 la prevalencia de diversas especies de Helicobacter, como
H. suis (37%), H. salomonis (21%), H. felis (15%), “Candidatus Helicobacter Heilmanni”
(no cultivable in vitro) (8%) y H. bizzozeronii (4%) (Van Den Bulck et al., 2005). Hay varias
prevalencias de NHPH en paises de occidente y poblaciones orientales, como Japdn, China
y Tailandia, que reportan tasas de colonizacion desde 0.1 hasta 6.2% (Bento-Miranda &
Figueiredo, 2014; @verby et al., 2017). Otros estudios relacionan diferentes vias de
transmision con NHPH, como una infeccion zoondtica, a través del contacto directo con
perros, gatos y cerdos (De Bock et al., 2007; Joosten et al., 2013; Ohtani et al., 2008). Sin

embargo, estudios en paises en desarrollo (como Ecuador), donde la prevalencia de H. pylori
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es elevada, siguen sin evaluar las prevalencias de NHPH en pacientes con problemas
gastricos.

Es interesante que, a pesar de la gran incidencia de infeccion por Helicobacter sp. gastricos
a nivel mundial, no todas las personas infectadas por estos patégenos desarrollen una
enfermedad gastrica (Mishra, 2013). En pacientes positivos a H. pylori, se ha observado que
el 10% de pacientes desarrolla ulcera péptica, 1-3% adenocarcinoma gastrico y 0.1%
desarrolla linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) (Peek & Crabtree, 2006).
Esto implica una via multifactorial para el desarrollo de una enfermedad gastrica que puede
estar compuesta por factores de virulencia bacterianos, heterogeneidad genética de las cepas
de H. pylori, predisposicion genética del hospedero a una enfermedad especifica y factores
ambientales o culturales (Cervantes-Garcia, 2016). Con relacién a la variabilidad genotipica
observada en las cepas de H. pylori, factores como su alta tasa de mutacion, competencia
natural para adquirir ADN desnhudo y su frecuencia de recombinacién homologa pueden
explicar esta variabilidad de desarrollo de enfermedades gastricas en pacientes positivos a H.
pylori (Suerbaum & Achtman, 1999; Wirth et al., 2004). Se ha demostrado que varios genes
de virulencia de H. pylori se encuentran asociados a diferentes diagndsticos clinicos (Peek &

Crabtree, 2006).

Factores de virulencia

Varios genes de virulencia se han descrito como factores determinantes en la patogénesis
gastrica de H. pylori tales como: genes cagA y vacA, que codifican toxinas y proteinas
virulentas en las células epiteliales de la mucosa gastrica (Wen & Moss, 2009a); genes babA
y sabA, que codifican proteinas de la membrana externa (Ansari, et al, 2017); genes jhp0947

y dupA, pertenecientes a la region de plasticidad (Sugimoto, Watada, Woo Jung, Graham, &
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Yamaoka, 2012; Talebi Bezmin Abadi, 2014) y Gltimamente el gen iceA que es inducido por
el contacto de H. pylori con el epitelio gastrico (da Costa, Pereira, & Rabenhorst, 2015) (Ver
Figura 1).

H. pylori es una bacteria genéticamente variable, cuya mayor plasticidad genética se
encuentra en un segmento de DNA de 40kb conocido como islote o isla de patogenicidad
(PALI), el cual codifica para la proteina CagA y otros componentes, como por ejemplo el
sistema de secrecion tipo 1V que permite la exportacion de proteinas (como la proteina CagA)
al interior de una célula de la mucosa estomacal (Trespalacios, Alba, & Otero, 2009). Asi, el
gen cagA es un marcador de la presencia de la isla de patogenicidad cag-PAl. Esta isla de
patogenicidad contiene 28 genes que codifican la estructura del sistema de secrecion tipo 1V
(SST4) y la proteina CagA. El sistema SST4 trasloca la proteina CagA dentro de las células
del hospedador alterando las funciones celulares y contribuyendo a la malignidad
(Olbermann et al., 2010). La proteina CagA sufre fosforilacion de tirosina en el motivo Glu-
Pro-lle-Tyr-Ala (Glutamina, Prolina, Isoleucina, Tirosina y Alanina) llamado motivo EPIYA
que reaccionan con ciertas proteinas del hospedador (Bustamante-Rengifo, Matta, Pazos, &
Bravo, 2017).

El motivo EPI'YA se presenta en numero variable en la region C- terminal de CagA. Se han
descrito cuatro motivos EPIYA diferentes AB,C,D que se diferencian entre si por la
secuencia de aminoacidos adyacentes a la secuencia EPI'YA (Higashi et al., 2002).

Los motivos EPIYA se han encontrados en aislados de distintas partes del mundo, asi
EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-C en regiones de occidente como Europa, Norte América y
Australia; EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-D casi exclusivamente en paises asiaticos, donde
EPIYA-D es conocido por inducir altos niveles IL-8 (Hatakeyama, 2017). La presencia de

cag-PAl en comparacion a cepas de H.pylori cag-PAl negativas es asociada a la severidad en
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la inflamacion de la mucosa géastrica e incremento del riesgo de padecer ulcera péptica y
cancer de estomago (Argent, Hale, EI-Omar, & Atherton, 2008; Terry et al., 2005).

El gen vacA es un gen cromosémico que no pertenece a la isla de patogenicidad cag-PAl,
pero secreta una toxina que ocasiona una variedad de efectos en las células epiteliales
incluyendo la formacion de vacuolas intracelulares, poros selectivos de anion en la membrana
plasmatica, permeabilizacion de la capa epitelial y apoptosis (Schraw, Li, McClain, van der
Goot, & Cover, 2002). Su estructura proteica consiste en una region sefial (s), una media (m)
y una intermedia (i). Las regiones proteicas "s" y "m" se estratifican en los subtipos s1 (a/ b)
0s2 y ml o m2, en que las diferentes combinaciones generan proteinas con diferente nivel
de citotoxicidad (da Costa et al., 2015). La variante alélica s1 en vacA es asociada al riesgo
de padecer ulcera péptica y ulcera gastrica (Schraw et al., 2002; Vannarath et al., 2014).

Los genes sabA y babA pertenecen a un nimero de genes que codifican cerca de 32 proteinas
de membrana externa de H. pylori implicadas en la adherencia bacteriana. Muchos de estos
genes experimentan variacion de fase en la region 5° de modo que no todas las cepas
producen proteinas funcionales (Yamaoka et al., 2006).

La adhesina BabA es una proteina de membrana externa codificada por el gen babA2 que
permite la adherencia de H. pylori a los antigenos de lewis b (Le®) que son determinados por
el tipo de sangre ABO, carbohidratos fucosilados expresados en el epitelio gastrico y la capa
protectora de moco. Variantes alélicas han sido identificadas como babAl, babA2 y babB,
pero solo babA2 produce una actividad de union a Le®. La presencia de la variante alélica
babA2 en H. pylori esta asociada con el incremento de inflamacion gastrica, gastritis atrofica
y el incremento del riesgo de ulcera duodenal y adenocarcinoma. La union de esta adhesina
es probablemente importante en la fase inicial de infeccion (Con et al., 2010; Paniagua et al.,

2009).
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Por otro lado, la proteina SabA es una adhesina producida por el gen sabA, que se une a la
estructura de los carbohidratos antigeno sialil lewis* (sLe* y sLe?) expresados en el epitelio
gastrico. La inflamacion del tejido gastrico y la transformacion maligna promueven la sintesis
de glicoconjugados sialilados, en la superficie de células epiteliales ( Yamaoka, 2008). Estos
glicoconjugados sialilados no han sido encontrados en pacientes sanos. La expresion del gen
SabA puede responder a condiciones cambiantes en el estbmago debido a su variacion de
fase que permite que H.pylori se desprenda de las células gastricas y escape de la respuesta
inmunitaria. La produccion de la adhesina SabA es asociado con metaplasia intestinal severa,
gastritis atrofica y desarrollo de cancer gastrico (Mahdavi et al., 2002; Y Yamaoka et al.,
2006).

Por otra parte, la region de plasticidad es una region de hipervariabilidad en la que se
encuentran mas del 50% de genes especificos de cada especie Helicobacter, que llegaron por
eventos de transferencia horizontal y presentan bajo contenido de nucleétidos G+C (Romo-
Gonzélez et al., 2015). En esta region se encuentran el gen dupA que es un potencial marcador
de ulcera duodenal y un factor protector para el desarrollo de cancer gastrico y metaplasia
intestinal ( Zhang et al., 2008). De igual manera, en esta region de plasticidad se localiza el
gen jhp0947 que es parte de una regién con numerosos ORF (del inglés Open Reading Frame)
que codifican proteinas. Estd asociado a ulcera duodenal y carcinoma gastrico y es
reconocido como un nuevo marcador de virulencia (Santos, Queiroz, et al., 2003a).

La expresion del gen iceA es inducida por el contacto del H. pylori con el epitelio gastrico,
el cual puede presentar dos alelos iceAl e iceA2 (Yakoob et al., 2015). El alelo iceAl es el
principal genotipo y aumenta la expresion de IL-8, llevando a una inflamacién antral aguda
y consecuentemente a la formacion de una eventual ulcera péptica. El alelo iceA2 se ha

observado en mayor prevalencia en paises occidentales y se ha asociado inversamente con
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ulcera péptica (Shiota, Suzuki, & Yamaoka, 2013). En ciertos estudios la presencia de iceA
no ha sido asociada a cancer gastrico. Se ha comprobado que iceA es independiente de la

presencia de los genes cagA y vacA (Donahue et al., 2000; Huang et al., 2016).

Diagnéstico clinico

En la actualidad, existen numerosas pruebas diagndsticas invasivas y no invasivas para la
deteccion de H. pylori pero ninguna es considerada como gold estandar (Wang et al., 2015).
Las técnicas invasivas se realizan una vez extraidas las biopsias gastricas por endoscopia
digestiva alta y consisten en analisis histoldgicos, cultivo, prueba de ureasa rapida y métodos
moleculares como PCR y PCR multiplex (Lopes, Vale, & Oleastro, 2014). Las pruebas no
invasivas mas utilizadas son las pruebas de aliento de urea, las pruebas de antigenos en heces
y las pruebas seroldgicas (Wang et al., 2015). La prueba de aliento de urea, es una prueba no
invasiva, rapida, de bajo costo que estima la capacidad del H. pylori (ureasa) para convertir
la urea en CO.. Como desventajas posee cierta toxicidad en el cuerpo posterior al ensayo y
variabilidad en los resultados en muestras pediatricas, atribuibles a la actividad ureasa de la
microbiota bacterial bucal (Frias & Otero, 2017). Mientras que las pruebas de antigenos en
heces permiten detectar diferentes tipos de antigenos del Helicobacter sp. excretado a traves
de un ensayo ELISA, basado en anticuerpos monoclonales tipo sandwich (Dominguez et al.,
2006). Es una técnica para el diagnostico primario de infecciones por H. pylori aunque no es
muy precisa como la prueba de aliento de urea (El-Shabrawi et al., 2018). Ademas, la
precision del analisis disminuye cuando las muestras fecales son diluidas y debido a cambios
de temperatura entre la coleccion y el analisis (Shimoyama, 2013). Por ultimo, las pruebas
serologicas utilizan un kit de prueba ELISA para determinar la respuesta del anticuerpo 1gG

anti-Helicobacter (Kindermann, Konstantopoulos, Lehn, Demmelmair, & Koletzko, 2001).
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Es una prueba no invasiva de gran uso debido al bajo costo y facilidad de aplicacién. Sin
embargo, se ha determinado menos precisa que la prueba de aliento con urea y la prueba con
antigenos fecales. Ademas, la presencia de anticuerpos persistentes limitan la distincion
entre una infeccion activa o pasada (Elwyn et al., 2007). Recientemente ya se comercializan
kits de microplacas recubiertos con una mezcla de proteinas bacterianas purificadas con
antigenos (Akada et al., 2014), como por ejemplo de las proteinas CagA y VacA. En Ecuador,
las técnicas no invasivas son las mas empleadas por su bajo costo y la facilidad de andlisis.
Estudios en muestras fecales y suero han demostrado la utilidad de estas técnicas (Egorov et
al., 2010; Sasaki et al., 2009).

Por otra parte, las técnicas moleculares, como por ejemplo PCR, PCR multiplex, PCR en
tiempo real e Hibridacion in situ de fluorescencia de acido nucleico peptidico (PNA-FISH),
proveen una alta sensibilidad y especificidad con relacién a otras técnicas (Cerqueira et al.,
2013; Matsumoto et al., 2016). Diversos estudios han descrito que su uso es ideal para el
analisis de genes de virulencia, mutaciones puntuales y resistencia antimicrobiana (Lopes et
al., 2014). Normalmente, los ensayos de reaccion en cadena utilizan ciertos genes
conservados, como 16SrRNA y 23SrRNA (Wang et al., 2015). Para la identificaciéon de
NHPH, la técnica molecular mas usada en la actualidad es la secuenciacion de genes
especificos, como los genes ureA, ureB y Hsp60, o zonas variables de los genes 16SrRNA y
23SrRNA, que permiten la diferenciacion entre especies (Baele et al., 2004; Mikkonen,
Kéarenlampi, & Hanninen, 2004). Como desventajas en estas técnicas es el elevado costo de
equipos, reactivos y la necesidad de personal capacitado para el analisis molecular (Besséede,
Arantes, Mégraud, & Coelho, 2017).

En este estudio, se aplicaron técnicas moleculares para la deteccion de H. pylori y NHPH en

biopsias gastricas procedentes de 242 pacientes ecuatorianos a través de ensayos de PCR. Se
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realizo la secuenciacion de algunas muestras positivas para H. pylori y NHPH en las zonas
V1-V4 del gen 16SrRNA para la validacion preliminar del método PCR utilizado en este
estudio. Comparaciones de prevalencias fueron realizadas y se analiz6 la posible asociacién
de H. pylori y/o de NHPH a los diferentes diagndsticos clinicos presentados. Posteriormente,
se detectaron 7 genes de virulencia (cagA, vacA (s1), iceAl, dupA, babA2, sabA y jhp0947)
en las muestras positivas para H. pylori y a seguir se evalu6é su presencia en muestras
positivas para NHPH. Hasta al momento, no se conocen datos sobre la existencia de genes
de virulencia de H. pylori en NHPH en pacientes ecuatorianos. Por ultimo, este estudio
preliminar comprueba la necesidad de seguir con investigaciones sobre variaciones genéticas
dentro de Helicobacter sp. y que podrian explicar los diferentes diagnésticos clinicos

evaluados.
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Introduccion

En 2015, se informd que alrededor de 4400 millones de personas en todo el mundo padecian
infeccion por H. pylori. Las prevalencias a nivel mundial varian entre paises en desarrollo
(>80%) y paises industrializados (<40%) (Hooi et al., 2017; Perez et al., 2004). Los sintomas
clinicos asociados con estas infecciones suelen ser gastritis cronica, ulcera péptica y cancer
gastrico (Hopkins et al, 2017). Sin embargo, cada vez son mas los estudios que sefialan la
presencia de bacterias espirales similares a H. pylori, observadas en otras especies animales,
conocidas como Helicobacter no-pylori (NHPH) en muestras clinicas humanas (Mladenova-
Hristova, Grekova, & Patel, 2017). Infecciones con NHPH son consistentemente
acomparfiadas de erosiones gastricas principalmente en las porciones del antro, y se han
asociado a enfermedades como ulceras duodenales y gastritis cronica menos severa que la
producida por H. pylori (Haesebrouck et al., 2009). Recientemente, se ha sugerido que
NHPH podria causar cancer gastrico en humanos (Lee et al., 2017a). En paises europeos
(como Polonia y Bulgaria) y poblaciones orientales (como Japén y Tailandia) se han
reportado prevalencias desde 0.1 hasta 6.2% (Bento-Miranda & Figueiredo, 2014; @verby
etal., 2017). En China, se demostré que las infecciones con H. heilmannii s.I. (no identificado
a nivel de especie) presentan prevalencias del 11/9% en pacientes con patologias gastricas,
recomendandose considerar a NHPH como agentes etiologicos en el diagndstico clinico (Liu
et al., 2015). Registros de prevalencias en paises en desarrollo como Ecuador no se han
descrito, en muchos casos, por causa del indudable papel que desempefia H. pylori en
infecciones gastricas humanas. Es interesante que, a pesar de la gran incidencia de infeccion
por Helicobacter gastricos a nivel mundial, no todas las personas infectadas por estos

patdgenos desarrollen una enfermedad. Se ha descrito que la composicién de los factores
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de virulencia podria explicar la diversificacion de los diagnosticos clinicos asociados
(Salimzadeh et al., 2015). Varios genes de virulencia se han descrito como factores
determinantes en la patogénesis gastrica de H. pylori tales como: genes cagA y vacA, que
codifican toxinas y proteinas virulentas en las células epiteliales de la mucosa gastrica (Wen
& Moss, 2009a); genes babA y sabA, que codifican proteinas de la membrana externa y
facilitan su adaptacion (Ansari et al., 2017);genes jhp0947 y dupA, pertenecientes a la region
de plasticidad asociados a ulcera duodenal (Sugimoto et al., 2012; Talebi Bezmin Abadi,
2014) y ultimamente el gen iceA que es inducido por el contacto de H. pylori con el epitelio
gastrico (da Costa et al., 2015).

Hasta el momento no hay datos completos disponibles sobre la abundancia de estos genes de
virulencia en otras especies de Helicobacter sp. que habitan pacientes ecuatorianos y otras
poblaciones a escala global. Datos sobre la prevalencia de Helicobacter pylori y NHPH en
pacientes ecuatorianos pueden proporcionar una mejor comprension entre las infecciones
gastricas y las caracteristicas de nicho. Estas inquietudes, asi como un trabajo previo
enfocado en el estudio epidemiolédgico en la poblacion ecuatoriana de los factores de riesgo
asociados a la infeccion por Helicobacter pylori (datos todavia no publicados), condujeron a
la realizacidon del presente estudio. Aqui, se ha utilizado ensayos de PCR para identificar
varios genes de virulencia (cagA, vacA (s1), iceAl, dupA, babA2, sabA y jhp0947) después
de una identificacion molecular previa de Helicobacter pylori y NHPH en 242 biopsias
gastricas de pacientes ecuatorianos. Para el mejor conocimiento de los autores, este es el
primer estudio que analiza la prevalencia de numerosos genes de virulencia entre las especies

de Helicobacter pylori y NHPH en pacientes ecuatorianos.
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Materiales y métodos

Area de estudio, disefio y seleccion de pacientes

El presente estudio fue realizado en el Instituto de Microbiologia de la Universidad San
Francisco de Quito (IM-USFQ) en el periodo 2015-2017. Se recolectd diversas biopsias
gastricas provenientes de 256 pacientes ecuatorianos que acudieron a cuatro centros de
gastroenterologia para un control de rutina. Los centros colaboradores fueron Hospital
Eugenio Espejo (HEE) de Quito, Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) sede Quito,
Hospital José Carrasco Arteaga (HICA) de Cuenca y una Unidad de Diagndstico Particular

(UDP) de Quito.

Todos los participantes fueron voluntarios mayores de edad (>18 afios) que acudieron a los
centros colaboradores de diferentes regiones del pais. Las biopsias gastricas se tomaron del
antro y cuerpo del estomago durante las consultas de endoscopia gastrica de rutina y se
almacenaron en metanol a -20 °C hasta futuro procesamiento en los laboratorios de
investigacion del IM-USFQ. Para cada muestra, se incluyé una encuesta de datos
epidemioldgicos que fueron recopilados por el personal médico colaborador del proyecto de
investigacion. Ademas de la edad, sexo y profesion, la encuesta incluyo preguntas
relacionadas con habitos alimenticios, lugar domiciliario, diagnostico de enfermedades
gastricas previas o relacionadas, tipo de tratamiento recibido, asi como factores
socioecondmicos, entre otros. Los criterios de exclusion de voluntarios fueron pacientes
menores de edad, encuestas incompletas por los voluntarios y cualquier paciente que recibi6

tratamiento antimicrobiano durante los Gltimos tres meses antes de la encuesta.
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Declaracion ética

Antes de la recoleccion de las muestras, todos los pacientes fueron informados de su rol como
voluntarios en el presente estudio y se obtuvo su consentimiento informado. Esta
investigacion fue revisada y aprobada por el comité de bioética de la Universidad de San

Francisco de Quito con el codigo 2014-130M.

Coleccidn de biopsias gastricas

Las biopsias gastricas de las porciones del antro y el cuerpo del estbmago fueron recolectadas
por los médicos colaboradores (Abarca J., Basantes L., Calle X., Calderon W., Carrera E. y
Ortega T.) durante las consultas de endoscopia en los diferentes centros de gastroenterologia.
Las muestras de antro y cuerpo de cada voluntario fueron colocadas en tubos FALCON® con
metanol a 99.9%. Luego se refrigeraron a -20 °C hasta su transporte al IM-USFQ, donde se

mantuvieron a esa misma temperatura hasta su posterior analisis molecular.

Extraccion de ADN a partir de biopsias géstricas

La extraccion del ADN total de las biopsias gastricas se llevo a cabo mediante la técnica
CTAB (bromuro de cetil trimetil amonio) (Wilson, 1997; Mejia et al., 2015). Primero, se
obtuvo el sedimento celular para cada muestra recolectada del antro y cuerpo del estomago.
Especificamente, cada muestra se transfirié a tubos Eppendorf® y se centrifugé a 804,96 g
durante 5 min. Para obtener el sedimento celular, se realiz6 un ciclo de lavado mediante la
sustitucion del volumen de metanol al 98% vy otra centrifugacion durante 5 minutos con la
posterior eliminacién del sobrenadante. A continuacién, se afiadio el volumen de PBS 1X
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na;HPO4.7H20, 1,4 mM KH2POys, pH 7) para realizar

una vez mas | lavado y la eliminacion de los remanentes del sobrenadante.
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El sedimento celular se resuspendi6 en 700 ul de solucion CTAB (2% de CTAB w/v, NaCl
1,4 mM, EDTA 20 mM, HCI 100 mM, pH 8) y se digirié con 20 ul de proteinasa K (20
mg/ml) durante 2 horas a 65 °C.

Luego, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se mezclaron con 700 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1). Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante
5 minutos a 16,110 g y se obtuvo dos fases: la fase inferior organica (cloroformo/ isoamilo);
y la fase superior 0 acuosa con el ADN en suspension. Luego, 500 ul de la fase superior se
transfirié a un nuevo tubo limpio con 50 pl de acetato de sodio (3M pH 5). A continuacion,
se agregaron 1000 ul de etanol al 100% y se guardo cada muestra a -20 °C durante 24 horas
para obtener la precipitacion del ADN de la solucidn acuosa. Finalmente, el ADN precipitado
se centrifugo a 16,110 g durante 15 minutos descartandose el sobrenadante. El sedimento de
ADN se lavo con 1000 pl de etanol al 70% y se centrifug6 durante otros 15 minutos a 16,110
g (Desjardins y Conklin, 2010; Lucena-Aguilar et al., 2016). El sobrenadante se descart6 una
vez mas y la muestra de ADN se resuspendio en 50 ul de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8, EDTA 0,1 mM) que se almaceno a -20 °C hasta futura analisis molecular.

La cuantificacidon del ADN se realiz6 a través de un espectrofotometro Nanodrop 1000 y la
calidad del ADN obtenido se verifico de acuerdo con la relacion A260/280 y A260/230 > 1.8
(Lucena-Aguilar et al., 2016). De acuerdo con los valores de concentracion de ADN
obtenidos por cada muestra, se realizaron diluciones en tampon TE para asegurar una

concentracion de ADN de 20 ng/ul en todas las muestras.
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Disefio de primers para genes de virulencia

El disefio de primers in-silico para cada gen analizado (cagA, vacA (s1), iceAl, dupA, babA2,
sabA y jhp0947) se basé en la alineacion de secuencias gendémicas obtenidas en el NCBI
(Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica) usando CLUSTAL W2 (EMBL), que
demostrd regiones comunes conservadas que sirvieron como objetivos para el disefio de
primers en el software Primer3 (Marshall, et al., 1999). Los principales criterios de seleccion
para cada par de primers fueron: alta complementariedad y especificidad con la secuencia
diana, baja complementariedad con secuencias no diana, similar temperatura de fusion entre
primers (FW/Rw) y ausencia de auto-complementariedad para evitar la formacion de dimeros
0 subproductos no deseados (Machado et al., 2013). Estos criterios se analizaron utilizando
el software mFold Web Server (Universidad de Nueva York en Albany), nBLAST
(Herramienta de bdsqueda basica de alineacién local (NCBI) y Probe Match (Universidad
del estado de Michigan). Los cebadores utilizados en este estudio fueron sintetizados por
Invitrogen (USA). Las propiedades in silico del conjunto de cebadores seleccionados, se
encuentran en la Tabla No.1. Cada set de primers para la identificacion de la region 16S-
rRNA de H.pylori y NHPH fue sometido a una evaluacion de especificidad y sensibilidad a
través de célculos tedricos (Ec.1 y Ec.2) utilizando un analisis en ProbeMatch en la base de

datos de RDP Il (Ribosomal DataBase Project) (Machado et al., 2013).

Ec.l Sensibilidad = — * 100 Ec.2 Especificidad = == % 100
Tts Tnt
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El calcul6 de sensibilidad tedrica se realiz6 con la ecuacion 1, donde ts representa el nimero
de secuencias blanco 16S detectados por el primer y Tts para el nimero total de secuencias
blanco disponibles en la base de datos RDP Il. La especificidad tedrica se realizé con la
ecuacion 2, donde nts es el nimero de secuencias 16S no blanco que no son detectadas por
los primer disefiados y Tnt se refiere al nimero total de secuencias no blanco disponibles en
la base de datos RDP Il. La especificidad en el set de primers de cada gen de virulencia se
analiz6 a través de BLASTny la comprobacién del valor de identidad (100%) con secuencias
blanco de la base de datos del NCBI (http: //www.ncbi. nim.nih.gov/, ltima fecha de acceso,
marzo de 2016). Se confirmd que el set de primers seleccionado era especifico para la
identificacion de cada gen blanco y que la interaccion con otras bacterias que posiblemente

podrian estar presentes en las biopsias gastricas fue nula.

Amplificacion por PCR

En primer lugar, se procedio a identificar si las muestras correspondian a Helicobacter pylori
o NHPH. En este paso inicial, se utilizaron primers que amplificaron la zona hipervariable
(V4-V9) de la region 16SrRNA de H.pylori y la zona hipervariable (V1-V4) de la region 16S
rRNA de NHPH de acuerdo al analisis en Primer-BLAST como se indica en las figuras 1A,
2A 'y 3A en Anexos. Para Helicobacter pylori los primers usados fueron Fw 5'-
GCGGGATAGTCAGTCAGGTG-3y Rw5-AAGATTGGCTCCACTTCGCA-3"; mientras
que para NHPH, utilizamos los primers Fw 5'-CGGACACACTGGAACTGAGA-3'y Rw5'-
GCCTTCGCAATGAGTATTCC-3', cuando las muestras gastricas fuesen negativas al set de
primers especifico para H. pylori. Posteriormente, las muestras positivas para NHPH vy
Helicobacter pylori fueron evaluadas para la presencia de siete genes de virulencia

exactamente: cagA, vacAsl, babA2, iceAl, sabA, dupA y jhp0947. De forma general, la
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preparacion de las muestras para cada corrida de PCR consistio en un volumen final de 20 ul
compuestas por 4 pl de Buffer verde Go Taq Flexi (Promega, Madison, WI, EE. UU.), 1.6
pl de MgClz (concentracion final 2.0 mM), 0.1 pl de dNTP Mix (concentracién final 0.1
mM), 1.0 ul de cada cebador de PCR (concentracion final de 0.5 uM), 0.3 pl de ADN
polimerasa GoTag Flexi (concentracién final de 1.5 U) (Promega, Madison, WI, EE. UU.),
2 ul del ADN total extraido de cada muestra gastrica y el volumen restante de agua libre de
ADN. La metodologia de PCR se realiz6 en un equipo termociclador T100 ™ (Bio-Rad,
USA) con el procedimiento estandar ilustrado en la Tabla 2. Para determinar el tamafio de
las bandas, se uso una escala de tamafio molecular de 100 pb (Promega, USA) y se utilizaron
controles positivos y negativos en todos los experimentos. Los productos de la PCR se
visualizaron utilizando electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y se tifieron con bromuro
de etidio al 0.1% durante 50 minutos a 220v y 80 amperios. El desarrollo se llevo a cabo en

el modelo Universal Hood Il con el software Image Lab version 5.1 (Bio-Rad, USA).

Secuenciacién de productos de PCR

Un total de 8 productos de PCR, cuatro positivos para H. pylori y cuatro positivos para
Helicobacter spp. fueron enviados a secuenciar a Functional Biosciences (Madison,
Wisconsin, USA.), donde se realizo reacciones de secuenciacion de Sanger de la regién del
gen 16SrRNA a través de Big Dye V3.1 e instrumentos BO 3730xI. Las secuencias crudas
obtenidas se sometieron a los Software de limpieza Pregap4 y de ensamblaje Gap4, donde se
obtuvo una secuencia consenso, la misma que fue ingresada en BLAST para la basqueda de

homologia con el género Helicobacter spp. o la especie Helicobacter pylori.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico evalud inicialmente la prevalencia de H. pylori y NHPH en las
porciones de antro y cuerpo gastrico, utilizandose la prueba de McNemar para las muestras
gastricas emparejadas. A seguir, para medir la asociacion de H. pylori y NHPH a los cuadros
clinicos, asi como la asociacion de genes de virulencia a los mismos, se emple6 el analisis de
regresion logistica. Valores de p < 0.05 y un intervalo de confianza (IC) del 95% se
consideraron estadisticamente significativos. Los odds ratios (OR) encontrados fueron
ajustados con las siguientes variables categoricas: sexo; edad; y tratamiento antibidtico.
Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas a través del software estadistico STATA 13

(StatCorp, College Station, TX, USA).

Resultados

Poblacion en estudio

Un total de 484 muestras procedentes de las porciones del antro y cuerpo gastrico fueron
colectadas de 242 pacientes idoneos pertenecientes a 4 unidades de gastroenterologia: UDP
(n=41), SOLCA (n=92), HEE(n=84) y HICA (n=25). La poblacién de estudio estuvo
compuesta por 159 mujeres (65.7%) y 78 hombres (32.2%) con un rango de edades de 20
hasta 90 afios (media 54 + 18 afios). Los pacientes manifestaron estar domiciliados en
ciudades pertenecientes a la region sierra (183/242; 75.6%), regidn costa (47/242; 19.4%) y
region amazonica (6/242; 2.48%).

Los datos clinicos determinaron que 31 pacientes (12.8%) presentaron cancer gastrico, 45
pacientes (18.6%) tenian gastritis aguda, 72 pacientes (29.8%) mostraron gastritis crénica y
por Gltimo 27 pacientes (11.2%) revelaron otros problemas gastricos como ERGE, dispepsia,

pirosis, epigastralgia, distincion abdominal y enfermedades asociadas. Estas patologias



36

presentes en los 27 pacientes fueron agrupadas dentro de la definicion general de dispepsia
y se referird con esta designacion en los siguientes apartados. Sin embargo, 57 pacientes
(23.6%) no presentaron ningun tipo de problemas de estémago (Tabla 3).

Algunos pacientes (80/242; 33%) con enfermedades gastricas recibieron tratamientos
constituidos por antibiéticos, como por ejemplo: amoxilina, claritromicina, metronidazol
(28/80; 35%); inhibidores de la bomba de protones (44/80; 55%); e intervenciones mas
severas (8/80; 10%), como cirugias y quimioterapias. Por el contrario, 148 pacientes (61.2%)
mencionaron no recibir ningun tipo de tratamiento y 14 pacientes (5.8%) no presentaron

ninguna informacion de tratamiento clinico en su encuesta por falta de conocimiento.

Identificacion molecular de Helicobacter pylori y NHPH en biopsias gastricas.

La deteccion molecular de especies de Helicobacter sp. demostré que 141 pacientes (58.3%)
fueron positivos para Helicobacter pylori y 76 pacientes (31.4%) fueron positivos para
NHPH. Los restantes 25 pacientes (10.3%) no presentaron la presencia de ninguna especie
del genero Helicobacter en sus biopsias gastricas (Figura 2). El analisis de secuenciamiento
de cuatro productos de PCR positivos para Helicobacter pylori determino que dos productos
evidenciaron un 100% de homologia con cepas H. pylori de la coleccién de bases de datos
del GenBank. Ademas, al construir un arbol filogenético (Maximum likelihood,
bootstramp=500) del gen 16s ribosomal para el género Helicobacter se observo que las
muestras secuenciadas se encuentran relacionadas cercanamente con otras especies de
Helicobacter pylori (Figura 3). En contraste, cuatro productos de PCR positivos a NHPH

enviados a secuenciamiento no arrojaron resultados concluyentes (datos no mostrados).
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Prevalencia de H. pylori y NHPH en las porciones de antro y cuerpo gastrico

La prevalencia de Helicobacter sp. en las porciones de antro y cuerpo gastrico se detalla en
la Tabla 4. Se observo que, en la mayoria de pacientes infectados con H. pylori (79.5%), la
presencia de este microorganismo se encontré en las dos porciones gastricas. De igual
manera, se observo este hallazgo en pacientes infectados con NHPH (51.5%).

Al tratarse de muestras gastricas de los mismos voluntarios se empleo el test de McNemar ya
que las pruebas estadisticas de ANOVA y Chi-cuadrado son para muestras independientes.
El test de Mc Nemar determing si las prevalencias de H. pylori y NHPH en una sola region
gastrica demostraban alguna diferencia estadistica en la prevalencia de estos
microorganismos a una sola region gastrica en particular. Como se observa en la Tabla 4, no
se evidencio ninguna diferencia significativa en la prevalencia de H. pylori (P = 1.00) y de

NHPH (P = 0.49) en relacion a una region gastrica especifica (antro y cuerpo).

Prevalencia de H. pylori y NHPH en los cuadros clinicos

En la Tabla 5 se presenta la prevalencia de H. pylori y NHPH en los diferentes cuadros
clinicos de la poblacién en estudio. Especificamente, se observo que H. pylori (39/141;
27.6%) y NHPH (28/76; 36.8%) tuvieron las prevalencias mas elevadas en pacientes con
gastritis crénica, siendo mayor en pacientes infectados con NHPH. A su vez, se evidenciaron
prevalencias menores en cuadros clinicos de cancer gastrico, gastritis aguda y problemas de
dispepsia. Sin embargo, ninguna de las asociaciones a estos cuadros clinicos fueron
estadisticamente significativas (P>0.05; ver Tabla Al en Informacién Suplementaria).

Cabe resaltar que cerca de un 7.9% de los pacientes con los diferentes diagnosticos clinicos
(19/242) fueron negativos a cualquier tipo de infeccion por Helicobacter sp. Es importante

referir que, en este grupo de pacientes, se observo que una mayor presencia de cancer gastrico
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(28%) y de gastritis aguda (20%) con relacion a los pacientes colonizados con Helicobacter
sp. En contraste, se observo que el 19.7% y 25.5% de pacientes con NHPH y H. pylori no

presentaron cualquier diagnéstico gastrico, respectivamente.

Deteccion molecular de genes de virulencia en H. pylori y NHPH

El andlisis de virulencia determino que en la poblacion de pacientes ecuatorianos se evidencio
la prevalencia de 5 genes de virulencia especificos de Helicobacter pylori en NHPH
(jhp0947, dupA, vacAsl, babA2 y sabA). Se reconoci6 una prevalencia mayor de estos genes
en H. pylori con relacién a su respectivo gen homologo encontrado en NHPH (Figura 4),
donde se pudo observar en cada gen una diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05,
Chi-square test).

Con respecto a los genes de virulencia evaluados en la poblacién en estudio, el gen sabA
obtuvo la mayor prevalencia en la muestra de estudio, encontrandose en 120 del total de 141
pacientes positivos para H. pylori (85%) y solamente en 10 del total de 72 pacientes positivos
a NHPH (13.8%). Por el contrario, los genes iceAl y cagA fueron los menos prevalentes

para H. pylori e incluso estuvieron ausentes en pacientes positivos a NHPH.

Asociacion entre la prevalencia en genes de virulencia y el diagnostico clinico en la
poblacién en estudio

El analisis estadistico de las asociaciones entre la prevalencia en genes de virulencia y los
diferentes diagnosticos clinicos en la poblacion en estudio, se presentan en la Tabla 6 para
voluntarios positivos a H. pylori y en la Tabla 7 para voluntarios positivos a NHPH.

En pacientes con H. pylori, se observd que la presencia del gen vacAsl se asocio

significativamente al cuadro clinico de gastritis aguda (OR ajustado 3.66, 1C:1.34-9.99,
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P=0.01). Por otra parte, existieron asociaciones débiles no significativas entre el gen vacAsl
y la gastritis crénica (OR ajustado 0.52, IC: 0.23-1.15, P=0.11) y el gen sabA y gastritis aguda
(OR ajustado 5.90, IC: 0.73-47.9, P=0.09). Mientras que el gen iceAl se encontrd
correlacionado a problemas de dispepsia (OR 3.46, IC 1.07-9.81, P=0.04). De igual manera,
se observo que el gen cagA (OR ajustado 2.49, IC: 0.74-8.39, P=0.14) y babA (OR ajustado
2.49, 1C: 0.63-9.84, P=0.19) tuvieron asociaciones débiles no significativas a pacientes con
dispepsia (Tabla 6).

Con respecto a los pacientes positivos a NHPH, se obtuvieron asociaciones estadisticamente
significativas de los genes dupA (OR ajustado 15.5, IC 1.13-62.5, P=0.04) y babA2 (OR
ajustado 12.4, 1C:1.26-122, P=0.03) a pacientes con dispepsia. Ademas, el gen dupA (OR
ajustado 0.06, IC: 0.003-1.25, P=0.07) presento una asociacion debil no significativa a
gastritis cronica. Los genes restantes no presentaron asociaciones estadisticamente
significativas en cualquiera de los diagnosticos clinicos evaluados en la poblacion en estudio
(Tabla 7).

Los resultados mas relevantes del presente estudio fueron: prevalencia del (58.3%) de H.
pylori y NHPH (31.4%) en pacientes ecuatorianos; asociacion significativa del gen vacAsl a
gastritis aguda y el gen iceAl a dispepsia en pacientes positivos para H. pylori; prevalencia
de 5 genes de virulencia cominmente presentes en H. pylori en NHPH y la asociacién de dos

de estos genes dupA y babA2 a pacientes con dispepsia.
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Discusion
En el presente estudio, se compar6 la prevalencia de 7 genes de virulencia tipicamente
encontrados en ciertas cepas de Helicobacter pylori realizandose el mismo analisis de
virulencia en NHPH. La poblacion de estudio estuvo formada por 242 pacientes ecuatorianos
con diagndsticos clinicos de gastritis aguda, gastritis cronica, cancer gastrico y problemas
digestivos agrupados como dispepsia. Como esperado segun la literatura cientifica, se
evidencio una mayor prevalencia de H. pylori (58.3%) con relacion a NHPH (31.4%) y no
se observaron asociaciones significativas de estos microorganismos a los diagndsticos
clinicos reportados. Sin embargo, el analisis de virulencia para H. pylori determind una
asociacion entre el gen vacAsl a gastritis aguda y el gen iceAl a pacientes con dispepsia. Con
relacién a NHPH, se identificaron 5 genes de virulencia cominmente encontrados en H.
pylori revelando asociaciones significativas de los genes dupA y babA2 a pacientes con
dispepsia. Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio que sugiere la presencia de
genes de virulencia de H. pylori en NHPH especies en pacientes ecuatorianos. Es importante

aclarar que futuros estudios son necesarios para validar estos resultados preliminares.

Los hallazgos deben ser evaluados con cautela debido a limitaciones, como por ejemplo,
sesgo de memoria y de seleccion en los pacientes encuestados (Manterola & Otzen, 2015);
Conocimiento previo para el disefio de primers y limitado nGmero de secuencias genémicas
de otras especies de Helicobacter; Identificacion de otras especies de Helicobacter a traves
de un Unico sitio diana la region 16s rRNA. Algunos estudios utilizan mas de una region
conservada como los genes HSp60 o urea para la identificacion; Secuenciamiento preliminar

con un numero reducido de muestras.
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La deteccién molecular preliminar revel6 una mayor prevalencia de Helicobacter pylori con
relacion a NHPH en las muestras gastricas (relacion 1.85:1). La elevada presencia de H.
pylori refleja la especificidad al hospedador, producto de un proceso coevolutivo desde hace
ya 60000 afios (Atherton et al., 2009). Por otra parte, la baja prevalencia de NHPH en el
presente estudio (31,4%) fue mayor que la observada en paises de occidente y poblaciones
orientales, como Japdn, China y Tailandia, con prevalencias de NHPH desde 0.1 hasta 6.2%
(Bento-Miranda & Figueiredo, 2014). Es posible que el potencial zoonético de NHPH vy la
presencia de estratos socioecondémicos bajos en Ecuador sean mayor que en estos paises. Se
ha determinado que el contacto directo e intenso con animales de compafiia podria conducir
a infecciones por otras especies de Helicobacter: gatos (H. felis), perros (H. salomonis) y
animales de granja (criaderos de cerdos H. suis) (Svec A, Kordas, Pavlis, & J.Novotny,
2000). Estudios similares en pacientes infectados con NHPH han detectado que H. suis es el
NHPH de mayor prevalencia en infecciones gastricas humanas (13.9% -37.9%), seguido de
especies como H. salomonis (21%) H. felis (15%) y H. bizozeronii (4%)(De Groote et al.,
2005; Van Den Bulck et al., 2005). Son necesarios mas estudios que relacionen los resultados

de la prevalencia de NHPH con las posibles vias de transmision.

Con relacion a la prevalencia de H. pylori y NHPH en las localizaciones de antro y cuerpo
gastrico, la no asociacion significativa a una porcion gastrica en particular fue demostrada en
estudios similares para la identificacion optima de la toma de biopsias gastricas en infeccion
por H. pylori (Nowak, 2000). Con respecto a NHPH se ha descrito que las infecciones son a
menudo focales y predominantes en la porcién del antro del estomago, lo cual no fue
concordante con nuestros hallazgos (Solnick & Schauer, 2001). Estudios indican que el

patrén de colonizacion de la mucosa gastrica puede estar asociado al perfil de la enfermedad
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que se desarrolle en el ser humano. Un estudio ecuatoriano en pacientes con diferentes
severidades gastricas, demostro variacion en el grado de interaccion entre las bacterias de las
células epiteliales del hospedador y las encontradas en la capa de mucosa, sugiriendo que
genotipos particulares de H. pylori pueden presentar mayor afinidad a ciertas células del
hospedador (Loayza et al., 2015)Esto significa que la asociacion no significativa de los
microorganismos a una porcion gastrica en particular pudo condicionar la prevalencia de H.
pylori y NHPH en los diagnésticos clinicos evaluados (Lan, Chen, Li, Chang, & Lin, 2012;

Patel, 2011).

Con respecto a la prevalencia de H. pylori y NHPH en los diagndsticos clinicos, las
asociaciones no significativas de los microorganismos a gastritis aguda, cronica y cancer
gastrico, contrastan con numerosos estudios que citan la asociacién de Helicobacter sp. a
enfermedades gastricas (Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006; Lee et al., 2017b). Uno de los
elementos que podria explicar esta discrepancia es la variabilidad de la poblacion de estudio
que puede ser producto de la combinacion de factores como predisposicion genética,
diferente virulencia de las cepas bacterianas y estilo de vida en los pacientes (Cervantes-
Garcia, 2016).Cabe resaltar que cerca de un 7.9% (19/242) de los pacientes fueron negativos
a cualquier tipo de Helicobacter sp. y presentaron complicaciones clinicas. Estudios
similares encontraron complicaciones gastricas sin presencia de infeccién (Nordenstedt et
al., 2013). Por otra parte, la prevalencia de pacientes con infeccion de H. pylori y gastritis
(crénica y/o aguda;46.9%) fue similar a lo observado en un estudio con 136 pacientes
ecuatorianos infectados con H. pylori, donde evidenciaron hallazgos endoscépicos de
gastritis (50.7%), ulcera duodenal (19.1%) y ulcera gastrica (16.2%) (Robles, Robles-

Medran, Moncayo, Landivar, & Parrales, 2008).
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Virulencia en H. pylori

El andlisis de los genes de virulencia revelo que la prevalencia del gen sabA (85%) en H.
pylori fue similar a la observada en pacientes con dispepsia iranies con una media de edad
de 46 afios (87%, 71/82 casos) (Pakbaz et al., 2013). Otro estudio en el mismo pais determino
una prevalencia menor (23.6%;17 /86) en pacientes con dispepsia y atrofia gastrica
(Goudarzi, Rezaee, Rafizadeh, & Taghavi, 2012). Las diferencias en los nichos gastricos
ecoldgicos en las diferentes regiones puede explicar esta variacion (Tabla 8) (Gatti et al.,

2006).

Para el gen babA2, la prevalencia del 71% fue mayor a la observada en pacientes sintomaticos
bulgaros de 18-65 afios (49%; 86/176 casos) (Boyanova, Yordanov, Gergova, Markovska, &
Mitov, 2010). En contraste, en paises del sur asiatico se ha visto frecuencias elevadas (79%;
320/406) y comparables a nuestros resultados, como se puede observar en la Tabla 8 (Ansari
et al., 2017). Varios estudios detallan la importancia de la interaccion entre el antigeno
gastrico humano Leb y babA y la densidad de colonizacion gastrica. Sin embargo, no todos
los pacientes infectados por H. pylori expresan tal antigeno y su presencia estaria sujeta a la
poblacion de estudio (Sheu, Sheu, Yang, Huang, & Wu, 2003). Por otra parte, se ha descrito
que la presencia de babA2 no siempre refleja la actividad de union de la proteina BabA debido
a la presencia de genes quiméricos babA/B o babB/A que pueden afectar el nivel de expresion.
De igual manera, se ha descrito que el grado de homologia entre babAl y babA2 puede afectar
la deteccion molecular en biopsias gastricas (Con et al., 2010).

Con relacion al gen vacAsl, la prevalencia del 55% fue menor a la observada en pacientes
mexicanos con gastritis cronica (68%; 97/143 casos) y menor en comparacion con pacientes

cubanos (72%;54/75 casos) (Feliciano et al., 2015; Paniagua et al., 2009). Los estudios
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epidemiolégicos con prevalencias mas elevadas fueron observadas en paises europeos, como
Bulgaria (89%; 157/176 casos), y en paises asiaticos (Tabla 8), como Indonesia (98%; 43/44
casos) (Miftahussurur et al., 2015). Un estudio previo en Ecuador demostrd que el genotipo
mas prevalente fue el vacA tipo s1b,m1 (Debets-Ossenkopp et al., 2003).

Con respecto al gen dupA, la prevalencia del (51%) fue coincidente con lo observado en
pacientes iranies con problemas de gastritis (50%; 34/68 casos) (Douraghi et al., 2018). Sin
embargo, en otras regiones se observé una gran variabilidad de la prevalencia en pacientes
con gastritis y ulcera péptica (rango: 7-92%) (Tabla 8). Esta variabilidad puede ser producto
de las distintas poblaciones con dispepsias y la heterogenicidad geografica de los aislados de
H. pylori (Douraghi et al., 2018). Estudios han agregado que solo las cepas que contengan
un gen dupA intacto podrian estar involucradas en el desarrollo de enfermedades
gastroduodenales, debido a que la expresion de la proteina DupA funcional no seria
interrumpida (Shiota et al., 2013).

Para el gen Jhp0947, la prevalencia del 33% fue superior a la observada en China (21%;
29/141 casos) y menor a la encontrada en regiones de paises latinoamericanos, como Brasil
(70%) y Colombia (55%) (ver Tabla 8). Estudios similares han reportado una prevalencia
menor en pacientes del Este Asiatico en comparacion con pacientes Occidentales (Gong et
al., 2015; Santos, Queiroz, et al., 2003b; Sugimoto et al., 2012).

Con relacién al gen cagA, la prevalencia del 23% fue menor a la observada en pacientes con
gastritis crénica en México (39%;56/143 casos) y en pacientes con gastritis, ulcera duodenal
y cancer en Brasil (64%;127/200 casos) (Paniagua et al., 2009; Santos, Magalhaes Queiroz,
et al., 2003) (Tabla 8). En Ecuador un estudio realizado en 90 pacientes asintomaticos revelo
una prevalencia de 45.9% del gen cagA perteneciente al genotipo del Este-Asiatico (Sasaki

et al., 2009). Supuestamente, la diferencia observada con la presente investigacion es
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atribuible al genotipo detectado (cagA tipo occidental). Es conocido que cerca del 60% de
los pacientes de paises occidentales con H. pylori son cagA negativos mientras que casi todos
los pacientes del este asiatico con H. pylori son cagA positivos (Wen & Moss, 2009b). Por
otra parte, Ecuador es un pais multicultural con varias etnias y futuros estudios deberian
analizar no solo la prevalencia de genes de virulencia sino también su relacién con el origen
étnico y la ubicacién geografica de los pacientes voluntarios. Algo que se observa en estudios
ya publicados en otros paises y que indican que la prevalencia de genotipos mas patégenos
en ciertas areas podria estar asociado con la gravedad de las enfermedades relacionadas con
H. pylori en tales regiones (Bagheri et al., 2016; Covacci, Telford, Del Giudice, Parsonnet,
& Rappuoli, 1999; Matta, Pazos, Bustamante-Rengifo, & Bravo, 2017).

Para el analisis molecular del gen iceAl, la prevalencia del 18% en el presente estudio fue
menor con relacion a otros paises con diferente distribucion mundial, como Bulgaria (69%),
Indonesia (61%), Egipto (46%), pero similar comparado a otro pais Latinoamericano, como
Colombia en pacientes con gastritis cronica (18%;13/73 casos) (Abu-Taleb et al., 2018;
Carlosama-Rosero, Bolafios-Bravo, Sierra-Torres, & Rosero, 2018) (Tabla 8). Por ultimo,
otro estudio demostrd que la prevalencia de iceAl e iceA2 en pacientes colombianos con
displasia gastrica fue del 30.9 y 43.3%, siendo el genotipo predominante el iceA2 (Nogueira

et al., 2001).
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Virulencia en NHPH

Con respecto a NHPH, en el presente estudio se observo la presencia de 5 genes de virulencia
de H. pylori en un rango bajo de prevalencia, especificamente, entre 1 hasta 14%
dependiendo del gen evaluado. Es importante referir que existe muy poca informacién sobre
la presencia de genes homologos de H. pylori en otras especies y de los mecanismos de
virulencia de NHPH. Estudios en paises de occidente y asiaticos detallan que las especies de
H. suis, H. felis, H. bizzozeronii, y H. salomonis son las de mayor prevalencia en infecciones
gastricas humanas y es posible que sus mecanismos de virulencia sean similares a los
observados en H. pylori (Haesebrouck et al., 2009; @verby et al., 2017).

La presencia de sabA y babA2 en el presente estudio, contrasta con la ausencia de genes
homologos de sabA, babA e iceA en los resultados del secuenciamiento gendémico de H. suis
(Vermoote et al., 2011). La presencia de estos genes podria facilitar la colonizacién en el
epitelio gastrico humano. Sin embargo, se debe considerar que pueden tener funciones
diferentes.

Por el contrario, la presencia de vacA, concuerda con estudios realizados en Chile donde
identificaron el gen vacAs2m2 en Helicobacter heilmannii sensu lato extraido de mucosa
gastrica humana con un 97% de homologia con la citotoxina vacuoladora de H. pylori.
Mientras que, en Finlandia, una paciente con problemas gastricos severos presento una
citotoxina vacuolizante putativa vacA de Helicobacter bizzozeronii (Hernandez et al., 2016;
Schott, Rossi, & Hanninen, 2011). Genes homologos a vacA, cag23, cagX y otros fueron
implicados en la induccion de lesiones gastricas (ggt, fldA, pgbA/B) en pacientes, los cuales
fueron encontrados en H. suis y otras especies NHPH, como por ejemplo “Candidatus

Helicobacter bovis” (Vermoote et al., 2011) (Haesebrouck et al., 2009).
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Los genes iceAl y cagA no fueron encontrados en el presente estudio. Sin embargo, se ha
descrito un gen homologo iceal en H. helmannii con 54% de homologia con H. pylori
(Joosten et al., 2016). Con relacion a los genes dupA y jhp0947 no se encontraron referencias
bibliograficas de su presencia en NHPH. El presente estudio est de acuerdo con la literatura
cientifica y no se detectd ningin de los genes en las biopsias gastricas de los pacientes

ecuatorianos con NHPH.

Factores de virulencia de H. pylori asociados a los diagnosticos clinicos

En pacientes infectados con H. pylori se evidencio estadisticamente, a través del OR (ver
Tabla 6), que la presencia del gen vacAsl aumenta en 3.66 veces el riesgo de padecer gastritis
aguda. Este resultado es similar a lo observado en pacientes de Oriente Medio donde se
encontrd que la presencia de vacA-sl esta asociado a inflamacidn cronica severa en la mucosa
gastrica (Siddique et al., 2014). De igual manera, en pacientes espafioles se ha indicado que
vacA-s1, vacA-m1 estan asociadas significativamente a la persistencia de gastritis no atrofica
(Gonzalez et al., 2011). Por otra parte, contrasta con lo observado en pacientes colombianos
(vacA-s1-ml; OR 3.24 1C:0.37-28.26 p=0.07) y pacientes mexicanos (vacA s1-ml) con
gastritis cronica donde no se observaron asociaciones significativas (Carlosama-Rosero et
al., 2018) (Paniagua et al, 2009). Es conocido que la actividad vacuolizante de la proteina
VacA solo se presenta en el 50-60% de las cepas de H. pylori. El presente hallazgo podria
estar sujeto a esta caracteristica. Por lo tanto, es posible que otras variantes alélicas del gen
vacA como S2 y m2 se encuentren circulando (Winter et al., 2014).

Por otra parte, en el presente estudio se observo que la presencia del gen iceAl aumenta la
probabilidad en 3.23 veces de que los pacientes padecieran problemas de dispepsia. Estudios

sugieren una elevada prevalencia de iceA2 en pacientes con dispepsia no ulcerosa mientras
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que el gen iceAl es mas prevalente en ulcera péptica (Amjad et al., 2010). En Colombia,
investigadores observaron prevalencias alrededor del 87% para iceAly 15.1% para iceA2 en
pacientes con dispepsia funcional (Arévalo, Trespalacios, Otero, Mercado, & Poutou, 2012).
Con respecto a la asociacion de los genes cagA, sabA, babA2, dupay Jhp0947 a los diferentes
diagndsticos clinicos de los pacientes, la asociacién no significativa encontrada en el presente
estudio también ha sido reportada en otras investigaciones. Un estudio similar conducido en
aislados de H. pylori de pacientes procedentes de cuatro paises, especificamente de Estados
Unidos, Corea, Japon y Colombia, no encontrd asociacion de los genes cagA, vacA e iceA a
enfermedades gastricas como ulcera péptica, cancer gastrico y gastritis atrofica. Ademas, las
prevalencias observadas para cada gen fueron distintas en cada region y se evidencio que el
genotipo predominante difirio entre paises (Yoshio Yamaoka et al., 1999). De igual manera,
en otra investigacion realizada con el gen JHP0947, no se observaron asociaciones
significativas a diagnosticos clinicos como ulcera gastrica, ulcera duodenal y cancer gastrico
(Sugimoto et al., 2012).

Para el analisis molecular del gen cagA en el presente estudio, la poblacion voluntaria
positiva para el gen cagA estuvo formada por 7 pacientes con gastritis aguda, 8 pacientes con
gastritis cronica y un paciente con cancer gastrico, los cuales no presentaron ninguna
asociacion significativa a los diferentes diagndsticos clinicos. Uno de los factores que pudo
influir en la no asociacién fue el bajo nimero de pacientes con enfermedades vinculadas
comunmente con la presencia del gen cagA como ulcera péptica y cancer gastrico, como se
ha observado en otros estudios (Argent et al., 2008; Y. Zhang et al., 2005).

Otro factor como la integridad de la isla de patogenicidad han demostrado ser fundamental
para la correlacion con la gravedad de la enfermedad segun los estudios realizados por Suzuki

et al. (2011) y Tafreshi et al. (2018). Asi es aconsejable que, futuros estudios en Ecuador
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realicen un analisis del nivel de expresion génica en los genes evaluados, permitiendo un
analisis molecular mas completo de las especies Helicobacter en los pacientes con

enfermedades géstricas.

Factores de virulencia de NHPH asociados a los diagndsticos clinicos

Con respecto a la asociacion de los genes de virulencia de NHPH a los diferentes diagndsticos
clinicos, se encontr6 que la presencia de los genes babA2 y dupA aumenta estadisticamente
en 12.4 y 15.5 veces, respectivamente el riesgo de padecer dispepsia (ver Tabla 7). Un
resultado similar se observo en un caso reporte de 2013 en Bélgica, donde se indicd la
asociacion H. suis y reflujo gastroesofagico en un paciente humano con profesion veterinaria
(Joosten et al., 2013). Recientemente, nuevos estudios relacionan a NHPH a problemas
gastricos (lwanczak et al., 2012; @verby et al., 2017). Sin embargo, hasta el momento no se
ha analizado la prevalencia de genes de virulencia en NHPH y su asociacion a cuadros
clinicos.

Factores como el escaso secuenciamiento gendmico de especies NHPH, desconocimiento de
la patogénesis en humanos y el rol indudable de H. pylori en enfermedades géastricas ha
limitado su investigacion. Sin embargo, al colonizar el mismo nicho gastrico es posible que
sus mecanismos de virulencia y patogénesis sean similares (Schott et al., 2011). Uno de los
retos de la investigacion de Helicobacter sp. es la identificacidon correcta de especies, sus
factores de virulencia y su envolvimiento en diferentes diagndsticos clinicos (Salimzadeh et
al., 2015).

En resumen, el presente estudio determino la prevalencia de H. pylori y NHPH en pacientes
ecuatorianos y comparo la prevalencia de 7 genes de virulencia en Helicobacter pylori y en

NHPH provenientes de biopsias gastricas. En pacientes positivos a H. pylori, el gen vacAsl



50

fue estadisticamente asociado a gastritis aguda y el gen iceAl a problemas gastricos
relacionados con dipspesia. En pacientes positivos a NHPH, los genes de virulencia dupA 'y
babA2 fueron asociados significativamente a pacientes con dispepsia. A nuestro
conocimiento este es el primer estudio que evalla la prevalencia de 7 genes de virulencia en

H. pylori y en NHPH en una poblacion ecuatoriana.

Conclusiones

El presente estudio evidencio una prevalencia mayor de H.pylori con relacion NHPH en
pacientes ecuatorianos. Asociaciones significativas de estos microorganismos a diagnosticos
clinicos como gastritis cronica, gastritis aguda y cancer gastrico no fueron observadas. Sin
embargo, la deteccion de genes de virulencia en H. pylori evidencio la asociacion del gen
vacsl a pacientes con gastritis aguda y el gen iceAl a pacientes con dispepsia. Con respecto
a NHPH, se identific6 5 genes de virulencia comunes en H.pylori pero con una prevalencia
menor (alrededor de 14%) y se determind que los genes dupA y babA2 estan asociados a

pacientes con dispepsia.

A nuestro conocimiento, este trabajo preliminar reporta la prevalencia de 7 genes de
virulencia en H. pylori y en NHPH en una poblacion ecuatoriana. Este estudio abre paso a
futuras investigaciones que permitan confirmar los presentes resultados y determinar la
prevalencia de diferentes especies de NHPH, asi como la composicion genomica en biopsias

gastricas.
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Perspectivas futuras

Secuenciacion de un grupo de pacientes NHPH positivos con cuadro clinico definido
para validar los estudios preliminares.

Identificar las especies NHPH encontradas en la poblacién de estudio.

Profundizar si ciertas especies NHPH estan mas asociadas a ciertas enfermedades que
otras.

Investigar la presencia de NHPH en poblaciones que tienen contacto cercano con
animales y zonas rurales para establecer posibles vias de transmision.

Estudio longitudinal para personas identificadas con NHPH

Profundizar en las variantes alélicas predominantes de los genes de virulencia

evaluados, y establecer una asociacion mas especifica a los diagnosticos clinicos

(H.pylori).
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Tabla 1. Primers de PCR para la amplificacion de los genes 16srRNA H. pylori, 16SrRNA Helicobacter spp., cagA, vacA (s1), iceAl,

dupA, babA2, sabA 'y jhp0947.

< mrar Annealing Amplicon s o Especificidad 2 AGP Complementariedad  Referencia
Genes Sequencia (5'-3") C) (pb) Sensitividad (%) (%) (kcal/mol) entre primers ©
0.70
Helilciiaﬁ?é F cggacacactggaactgaga 60 424 ph 97.7% 100 *Baja Este estudio
PR R gccttcgeaatgagtattce -0.06
0.19
16SIRIVA T gggoatagieagicagoty 60 706 pb 93.8 100 Baja Valenauela,
Py R aagattggctccacttcgca 0.08
F gttgataacgctgtcgctte 100 -0.56 -
cagA 50 350 pb : 100 013 Baja Chiurito etal,
R gggttgtatgatattttccataa : 013
F cgcatcaacactaacgctga 100 0.60 _ _
vacA(sl) 64 206 pb - 100 065 Baja Este estudio
R gcataaccgcccacttgatt '
F ataagcggttggagtttgcg 100 0.50
iceAl 63.1 220pb - 98 196 Baja Este estudio
R tattcctgcaccaactcecc '
F tcacgcctaagacctcaaact 100 1.56 _ _
dupA 63 228 pb - 100 0.24 Baja Este estudio
R ggatttaccgcttcctgtge :
F aaagatgatcacagacgcgc 100 0.59 _ _
babA2 64 269 pb - 997 156 Baja Este estudio
R ttgagggottgttgcatgtg . .
F cagcgggccaatacaactac 100 1.47 _ _
sabA 60 297 pb - 100 0.95 Baja Este estudio
R ctaacaaatcgctcccaccg :
F ttaagcgtccccaatcecat 100 2.06
jhp0947 62 229 pb - 100 135 Baja Este estudio

R Tectttceecttgetecgtgaa

2 NCBI identity parameter
®mFold Gibbs energy
¢ http://unafold.rna.albany.edu/
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Tabla 2. Procedimiento estdndar de PCR de los primers utilizados para la deteccion de genes

de virulencia.
. ey Ay T (°C)de | Tamafo del . .
Set | Nombre Secuencia (5'-3') Gen annealing fragmento MgCl, Primers | Ciclos
E gttgataacgctgtcgcttc o
1 R gugtigtatgatatittccataa cagA 50 °C 350pb 1.50mM | 0.4 uM 35
2 £ {ataageggtiggagitigeg iceAl 63.1°C 220pb 250mM | 0.2um | 37
R tattcctgcaccaactcccc
F ttaagcgtccccaatcccat o
3 R fctttceectigetcgtgaa Jhp0947 62°C 229 pb 215mM | 0.4uM 40
4 E_|cgeatcascactaacgetga vacAsl | 64°C 206pb | 250mM | 0.4uM | 40
R gcataaccgcccacttgatt
E aaagatgatcacagacgcgc R
5 R ftgaggggtigtigcatgtg babA2 64°C 269 pb 200mM | 0.4uM 37
F tcacgcctaagacctcaaact o
6 R qgatttaccgeticcigtge dupA 63 °C 228 pb 250mM | 0.4uM 40
7 E_ |cagegggecaatacaactac sabA 60 °C 207pb | 250mM | 0.4pm | 40
R ctaacaaatcgctcccaccg
Tabla 3. Caracteristicas demograficas y diagnostico clinico de la poblacion en estudio
Problemas de estmago (n=175)
Datos
Epidemiologicos  Cancer Gastritis Gastritis Dispepsia  No problemas No
gastrico aguda cronica N (%) de estomago  datos Total
Localizacion N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) (n=242)
Geografica
Region sierra 22(12) 36 (19.7) 56 (30.6) 16 (8.7) 47(25.7) 6(3.3) 183
Regidn costa 6(12.7) 9 (19.2) 14(29.8) 8(17) 10(21.3) 0(0) 47
Region amazonica 1(16.7) 0(0) 2(33.3) 3(50) 0 (0) 0(0) 6
No datos 2 (333)  0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 4(67) 6
Edad
20-37 2(3.6) 10(18.2) 23(41.8) 1(1.8) 17(30.9) 2(36) 55
37-54 5(8.2) 10(16.4) 16(26.2) 12(19.7)  17(27.9) 1(1.6) 61
54-71 13(14.9) 21(24.1) 23(26.4) 11(12.7)  18(20.7) 1(1.2) 87
71-88 10(29.4) 4(11.8) 10(29.4)  3(8.9) 5(14.7) 2(5.9) 34
No datos 1(16.7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(83.3) 6
Sexo
Hombres 13(16.7) 16(20.5) 22(28.2)  7(9) 19(24.4) 1(1.3) 78
Mujeres 17(10.7) 29(18.2) 50(31.5) 20(12.6)  38(23.9) 53.1) 159
No datos 1(20) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(80) 5
Tratamiento
Antibi6ticos 3(10.7) 6(21.4) 17(60.7)  2(7.1) 0(0) 0(0) 28
IBP 5(11.4) 12(27.3) 18(40.9)  7(15.9) 0(0) 2(4.6) 44
Otros 4(50) 2(25) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 8
Sin tratamiento 16(10.81 23(15.5) 34(23) 14(9.5) 57(38.5) 4(2.7) 148
No datos 3(21.4) 2(14.3) 321.4)  2(14.3) 0(0) 4(28.6) 14
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(n=190).
N patients Antro (A) Cuerpo (C) A/C *P-value
H. pylori 122 12(8.2%) 13(10.7%) 97(79.5%) 1.00
Non-pylori 68 14(20.6%) 19(27.9%) 35(51.5%) 0.49

*P-value: test McNemar

Tabla 5. Prevalencia de H. pylori y NHPH en los diferentes diagndsticos clinicos (n=242)

Cuadro Clinico NHPH Helicobacter pylori Negativo

N (%) N (%) N (%)
Cancer Gastrico (CG) 9(11.8) 15(10.6) 7 (28)
Gastritis aguda (Ga) 13(17.1) 27(19.2) 5(20)
Gastritis cronica (Gc) 28(36.8) 39(27.7) 5(20)
Dispepsia 7(9.21) 18(12.8) 2(8)
No problemas de estomago 15(19.7) 36(25.5) 6(24)
(NPE)
No datos 4(5.3) 6(4.3) 0(0)
Total 76 141 25

*P-value <0.05, Modelo de regresion multiple, calculo OR.

Ver Informacion Suplementaria Tabla Al.
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Tabla 6. Asociacion de los genes de virulencia presentes en H. pylori y los diferentes

diagnosticos clinicos de la poblacion en estudio (ajustado por sexo, edad y tratamiento tipo

antibidtico).
Gen Cancer Gastrico OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 21(19.1) 1(6.7) 0.30 0.26 0.03-2.43 0.33 0.04-3.02 0.33
cagA 25(26) 1(8.3) 0.26 0.21 0.03-2.10 0.40 0.04-3.62 0.42
Jhp0947  33(30) 5(33.3) 1.17 0.79 0.37-3.68 0.80 0.20-3.15 0.75
dupA 55(50) 8(53.3) 1.14 0.81 0.39-3.37 0.97 0.28-3.40 0.96
vacAsl 60(54.6) 6(40) 0.55 0.30 0.19-166 0.89 0.23-3.41 0.87
babA2 80(73.4) 7(46.7) 0.32 0.04 0.11-0.95 0.78 0.20-3.03 0.72
sabA 95(86.4) 12(80) 0.63 0.51 0.16-250 1.14 0.22-595 0.88
Gen Gastritis cronica OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 18(18.9) 7(17.9) 0.94 0.89 0.36-2.46 0.94 0.35-254 0.90
cagA 18(21.7) 8(24.2) 1.16 0.77 0.45-299 0.79 0.28-2.22 0.66
Jhp0947 35(36.8) 11(28.2) 0.67 0.34 0.30-1.52 0.74 0.31-1.73 0.48
dupA 47(49.5) 22(56.4) 1.32 0.47 0.62-2.80 1.38 0.62-3.09 0.43
vacAsl 56(58.9) 18(46.2) 0.59 0.18 0.28-1.26 0.52 0.23-1.15 0.11
babA2 65(68.4) 29(76.3) 1.49 0.37 0.63-3.53 1.11 0.45-2.78 0.82
sabA 81(85.3) 34(87.2) 1.18 0.77 0.39-3.52 0.93 0.28-3.01 0.90
Gen Gastritis aguda OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 21(21)  4(148) 0.65 0.48 0.20-2.10 0.66 0.20-2.13 0.48
cagA 18(21.4) 7(28) 1.43 0.49 0.52-3.94 1.34 0.46-3.91 0.59
Jhp0947  34(34) 10(37) 1.14 0.77 0.47-2.76 1.16 0.47-285 0.75
dupA 50(50) 16(59.3) 1.45 0.39 0.61-3.44 1.49 0.61-3.64 0.38
vacAsl 50(50) 21(77.8) 3.50 0.01 1.30-9.40 3.66 1.34-9.99 0.01
babA2 72(72.7) 18(66.7) 0.75 0.54 0.30-1.87 0.70 0.27-1.81 0.47
sabA 83(83) 26(96.3) 5.33 0.11 0.68-41.9 5.90 0.73-47.9 0.09
Gen Dispepsia OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 18(15.5) 7(38.9) 3.46 0.02 1.19-10.1 3.23 1.07-9.81 0.04
cagA 20(20.2) 6(35.3) 2.15 0.18 0.71-6.53 2.49 0.74-839 0.14
Jhp0947 40(34.5) 6(33.3) 0.95 0.92 0.33-2.72 0.85 0.28-258 0.77
dupA 59(50.9) 10(55.6) 1.21 0.71 0.44-328 1.28 0.45-3.64 0.64
vacAsl 62(53.5) 12(66.7) 1.74 0.30 0.61-496 1.60 0.53-4.79 0.40
babA2 79(68.7) 15(83.3) 2.28 0.21 0.62-8.37 2.49 0.63-9.84 0.19
SabA 99(85.3) 16(88.9) 1.37 0.69 0.29-6.52 1.23 0.26-5.93 0.79
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Tabla 7. Asociacion de los genes de virulencia presentes en NHPH y los diferentes

diagnosticos clinicos de la poblacidn en estudio (ajustado por sexo, edad y tratamiento tipo

antibidtico).
Gen Cancer Gaéstrico OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 0(0) 0(0) - - - - - -
cagA 0(0) 0(0) - - - - - -
Jhp0947 1(1.5) 0(0) 1.00 - - - - -
dupA 4 (6.3) 1(11.1) 1.88 0.59 0.19-18.9  3.00 0.22-39.3  0.40
vacAsl 7(11.1)  0(0) 1.00 - - - - -
babA2 6(9.38) 0(0) 1.00 - - - - -
sabA 10(16.4) 0(0) 1.00 - - - - -
Gen Gastritis cronica OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 0(0) 0(0) - - - - - -
cagA 0(0) 0(0) - - - - - -
Jhp0947  1(2.22)  0(0) 1.00 - - - - -
dupA 4(8.89)  1(3.57) 0.38 0.40 0.04-3.58 0.06 0.003-1.25 0.07
vacAsl 5(11.1) 2(7.41) 0.64 0.61 0.11-355 0.66 0.09-4.74  0.68
babA2 4(8.89) 2(7.14) 0.79 0.79 0.13-462 0.51 0.05-5.44  0.58
sabA 8(18.6)  2(7.7) 0.36 0.23 0.07-1.87  0.40 0.06-2.63 0.34
Gen Gastritis aguda OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 0(0) 0(0) - - - - - -
cagA 0(0) 0(0) - - - - - -
Jhp0947  0(0) 1(7.7) 1.00 - - - - -
dupA 5(8.5) 0(0) 1.00 - - - - -
vacAsl 5(8.6) 2(15.4) 1.93 0.47 0.33-11.2  2.08 0.34-128 0.43
babA2 5(8.5) 1(7.7) 0.90 0.93 0.09-8.42  0.47 0.03-7.80 0.60
sabA 7(127) 3(231) 2.06 0.35 0.45-9.35 1.69 0.32-8.83 0.54
Gen Dispepsia OR P-value IC OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
iceAl 0(0) 0(0) - - - - - -
cagA 0(0) 0(0) - - - - - -
Jhp0947  1(1.52)  0(0) 1.00 - - - - -
dupA 3(455) 2(286) 8.4 0.04 1.13-625 155 1.04-227  0.04
vacAsl 6(9.23) 1(14.3) 1.64 0.67 0.17-159 143 0.14-148 0.77
babA2 4(6.06) 2(28.6) 6.2 0.06 0.90-426 124 1.26-122  0.03

SabA 8(12.9) 2(286) 2.7 0.28 045-16.3  4.09 053-31.9 0.18




Tabla 8. Prevalencia de genes de virulencia en diversos estudios epidemioldgicos en Asia, Europa, Africa y América.

Genes de virulencia (%)
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Grupo de
Pais Descripcion de la poblacion Helicobacter sp. | estudio (N) sabA babA2 | vacAsl | dupA | jhp0947 | iceAl | cagA | Referencias
Subsomwong et
Thailandia Pacientes dispepsicos y cancer gastrico H. pylori 74 - - 100 - - - 57 | al,2017
Gastritis cronica, ulcera gastrica, ulcera Vannaraths et al,
Laos duodenal y cancer gastrico H.pylori 119 - - 99 - - - 99 | 2014
Sintomas de dispepsia, gastritis, ulcera Miftahussurur et
Indonesia gastrica y ulcera duodenal H.pylotri 44 - - 98 7 - 61 98 | al,2015
Palestina Sintomas gastroduodenales H.pylori 44 - - 43 - - 64 66 Essawi et al, 2013
Irén Sintomas de dispepsia H.pylori 82 87 - - - - - - Pakbaz et al,2013
*Paises sur Sintomas de dispepsia, Gastritis, Ulcera
asiatico péptica, cancer gastrico H.pylori 406 - 79 - - - - - Ansari et al 2017
Gastritis cronica activa, Ulcera péptica,
China céncer gastrico H.pylori 141 - - - - 21 - - Gong et al, 2015
Gastritis, ulcera péptica y cancer Abu-Taleb et al,
Egipto gastrico H.pylori 54 - - - - - 46 57 | 2018
Ulcera duodenal, ulcera gastrica, Boyanova et al,
Bulgaria gastritis cronica y reflujo esofagico H.pylori 176 - 49 89 - - 69 82 | 2010
Bélgica Gastritis H,pylori 76 - - - 38 - - - Argent et al, 2007
Espafia Lesiones gastricas preneoplasticas H.pylori 243 - - 37 - - - 47
(o s - Paniagua et al,
México Gastritis cronica H. pylori 143 ) 8 68 ) ) ) 39 2009
Colombia Dispepsia funcional H.pylori 122 - 57 - - - 87 70 Arevalo et al, 2012
Carlosama et al,
Colombia Gastritis cronica H.pylori 73 - - 56 - - 18 40 | 2018
Ulcera gastrica, ulcera duodenal, cancer Sugimoto et
Colombia y gastritis H.pylori 94 - - 77 - 55 - 80 | al.,2011
Brasil Gastritis H.pylori 144 - - - 92 - - - Gomes et al,2008
Gastritis, ulcera duodenal y géstrica
Brasil carcinoma H.pylori 200 - - - - 70 - 64 | Santos et al, 2003
Cuba Ulcera péptica H.pylori 75 - - 72 - - - - Feliciano et al,2015
Gastritis aguda y crénica, cancer H.pylori 242 85 71 55 51 33 18 23 .
Ecuador gastrico y%ispegsia NHPH 242 14 8 11 7 1 0 o | Fsteestudio
Herna-ez et al.,
Chile Caso reporte mucosa gastrica humana NHPH 1 - - 100 - - - - 2016
Finlandia Aislado de mucosa gastrica humana NHPH 1 - - 100 - - - - Schott et al 2011)

*Bangladesh, Nepal, Myanmar, Bhuta



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miftahussurur%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26442711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miftahussurur%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26442711

reorganization and motility mitogenic gene expression polarity defects

Antigen presentation

Figura 1.Patogenesis de la infeccidn de H. pylori y factores de virulencia
(Wen & Moss, 2009a).
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Figura 2. Presencia de Helicobacter pylori y NHPH en la poblacién de estudio (n=242)
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CP024015.1:324123-324820 Helicobacter pylori strain 7.13 D1a chromosome complete genome
CP007603.1:1242397-1243094 Helicobacter pylori J166 complete genome
CP023267.1-98043-98740 Helicobacter pylori strain 7.13 1 genome

AP014711.1:218095-218792 Helicobacter pylori DNA complete genome strain: ML2

r CP005491 3:759974-760671 Helicobacter pylori UM299 complete genome

CP034071.1:93557-94254 Helicobacter pylori strain Hpbs1 chromosome complete genome

27

3 || CP011483.1:185161-185858 Helicobacter pylori strain DU15 complete genome

CP006825.1:1146545-1147242 Helicobacter pylori oki673 complete genome

88 il {P-3 Pylori-Estudio |

CP003483.1:1133051-1133748 Helicobacter pylori Aklavik117 complete genome

L HP-4 Pylori-R Estudio |

NZ ADGY01000105.1:210-1725 Helicobacter suis HS1 contig00105 whole genome shotgun sequence
NC 014810.2:1201305-1202806 Helicobacter felis ATCC 49179 genome

44

NC 015674.1:1422182-1423683 Helicobacter bizzozeronii Cll-1 main chromosome complete genome

NR 024570.1 Escherichia coli strain U 5/41 165 ribosomal RNA gene partial sequence

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Species/Abbrv P i
1. AP014711.1:218095-218792 Helicobacter pylori DNA complete genome strain: ML2

2. CP005491.3:759974-760671 pylori UM299 lete genome

3. CP023267.1:98043-98740 Helicobacter pylori strain 7.13_1 genome

4. CP024015.1:324123-224820 Heli pylori strain 7.13_D1a chi g
5. CP034071.1:93557-94254 Helicobacter pylori strain Hpbs1 chromosome complete genome
6. HP-3_Pylori-Estudio

7. HP-4_Pylori-R Estudio

8. CP011483.1:185161-185858 Heli pylori strain DU1S col genome

9. CP006825.1:1146545-1147242 Helicobacter pylori 0ki673 complete genome:

10. CP003483.1:1133051-1133748 Helicobacter pylori Aklavik117 complete genome

11. CP007603.1:1242397-1243094 Helicobacter pylori J166 complete genome

12. NC_015674.1:1422182-1423683 i i ClI-1 main complete g¢
13. NC_014810.2:1201305-1202806 Helicobacter felis ATCC 48179 genome

14. NZ_ADGY01000105.1:210-1725 Helicobacter suis HS1 contig00105 whole genome shotgun
15. NR_024570.1 Escherichia coli strain U 5/41 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 3. Arbol Filogenético region 16S rRNA genero Helicobacter (Mega X: Maximum Likelihood, bootstramp 500).
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Figura 4. Prevalencia de genes de virulencia en biopsias gastricas positivas para H. pylori y

NHPH mediante deteccion por PCR (n=242).
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

Tabla Al. Asociacién de la presencia de H. pylori y NHPH en los cuadros clinicos

presentados por los pacientes (ajustado por sexo, edad y tratamiento tipo antibi6tico) .
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Deteccion | Cancer Gastrico OR IC P-value | OR IC P-value
Crudo ajustado
No Si
H. pylori 110(57.3) 15(48.4) | 0.70 0.33-1.50 | 0.36 0.71 0.31-1.64 | 0.42
NHPH 64(33.3) 9(29.0) | 0.82 0.36-1.88 | 0.64 0.76 0.31-1.83 | 0.54
Negativo 18(9.38) 7(22.6) | 2.82 1.06-7.45 | 0.04 2.59 0.93-7.20 | 0.07
Gastritis cronica OR IC P-value | OR IC P-value
Crudo ajustado
H. pylori 95(59.4) 39(54.2) | 0.81 0.46-1.42 | 0.46 0.82 0.45-1.48 | 0.50
NHPH 45(28.1) 28(38.9) | 1.63 0.91-2.92 | 0.10 1.58 0.85-2.93 | 0.14
Negativo 20(12.5) 5(6.94) | 0.52 0.19-145 | 0.21 0.55 0.19-1.57 | 0.26
Gastritis aguda OR IC P-value | OR IC P-value
Crudo ajustado
H. pylori 100(55.9) 27(60) | 1.19 0.61-2.31 | 0.62 1.19 0.61-2.36 | 0.61
NHPH 59(32.9) 13(28.9) | 0.83 0.40-1.69 | 0.60 0.82 0.39-1.69 | 0.58
Negativo 20(11.2) 5(11.1) | 0.99 0.35-2.81 | 0.99 1.00 0.35-2.87 | 0.99
Dispepsia OR IC P-value | OR IC P-value
Crudo ajustado
H. pylori 116(56.6) 18(66.7) | 1.53 0.66-3.58 | 0.32 1.67 0.70-4.02 | 0.25
NHPH 66(32.2) 7(25.9) |0.74 0.30-1.83 | 0.51 0.72 0.28-1.81 | 0.48
Negativo 23(11.2) 2(7.41) |0.63 0.14-2.85 | 0.55 0.56 0.12-2.56 | 0.45
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Andlisis Primer-BLAST

68 136 433 576 821 980 117 1243 1435

'ﬁ. w— o EJ» e I
= = 3 ¢ ==
V1-Vv3 ~510 bp for Roche 454
V3-V4 ~428 bp for MiSeq PE
V3-V5 ~548 bp for Roche 454
v4 ~252 bp for HiSeq
~562 bp for Roche 454 V6-V9
V1-V9 (Full-length)

Figura 1A . Ubicacion de la zona hipervariable region 16srRNA en pb(Pacifi
biosciences,2014)

Primers 16s rRNA para Helicobacter sp.
Fw: cggacacactggaactgaga
Rw: gccttcgeaatgagtattce

Muestra objetivo: region 16srRNA de Helicobacter felis

Input PCR template NC_014810.2:1201305-1202806 Helicobacter felis ATCC 49179 genome
Range 1-1502
Specificity of primers primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Nucleotide collection (nt) ...help on specific primers
Other reports & Search Summary,

®Graphical view of primer pairs

& query 1+ | Find: x|l@cp Al @ i = A Tools » | ¥ Tracks» @ 7 -
‘emplate 1@ 150 208 250 300 350 400 458 Saa 550 £00 E58 700 750 200 58 900 950 1K 1,658 |110@ 1158 1200 [1L.25@ [1308 1,350 |1.400 1583
(U) Primer pairs for job ysAVKokVhL2jhxSCGeIwsGPSIYJOEjgfTw x

Primer 1% g
1 |58 [tes 156|266 |e5@  |38@  [358  |48@  |45@  [s@@  [s5@ B0B (658|786 |7Se 8B [sS  [9@@ (956 1K [1BS8 1188 |1158 (1288 [1.25@ (1380 (1358 [1L486 | 156
Query_1: 1..1.5K (1.5Kbp) " ¥ Tracks shown: 2/4

Figura 2A . Andlisis en Primer-BLAST para los primers de Helicobacter sp.

Los primers se unen a una regién comprendida por 290 pb-650pb, que comprende a la region

hipervariable V1-V4 indicada en la Figura 1A.
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Primers 16s rRNA para Helicobacter pylori

Fw: gcgggatagtcagtcaggtg

Rw: aagattggctccacttcgca

Muestra objetivo: region 16srRNA de Helicobacter pylori 26695

Input PCR template NC_000915.1:c1209081-1207583 Helicobacter pylori 26695 chromosome, complete genome
Range 1-1499
Specificity of primers primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Nucleotide collection (nt) ...help on specific primers
Other reports B Search Summary:

©Graphical view of primer pairs

2 Query_1+ | Find: v C:I I:> (oW @ e = A Tools » #Tracksv & ?-

‘emplate 1ea 150 200 250 200 350 400 450 500 550 600 650 700 750 508 850 900 950 1K 1,050 [1180 [L156 1,200 1,256 |1300 [1,350 [1,400 1,499

(U) Primer pairs for job JS €l0Ba4rLFiPSN-e3Qv4P2wy¥2uSdgQrw

Primer 1 B2 e

l 50 |1BE ‘15@ |ZBB ‘ESE |EBE 350 ‘4BE 450 |EBB 550 ‘SEE 58 ‘TEG ‘TEE ‘BBB 850 ‘BBB 950 ‘lK 1,858 ‘l,lBE 1,158 ‘I,ZBB |1,ZSB ‘I,EBE ‘1,358 |1,4BE 1,49q

Query_1: 1..1.5K (1.5Kbp) " ¥ Tracks shown: 2/6

Figura 3A Analisis en Primer-BLAST para primers de Helicobacter pylori

Los primers se unen a una region comprendida por 546 pb-1231pb, que corresponde a la

region hipervariable V4-V9 indicada en la Figura 1A.



