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ABSTRACT
Molecular determination of Helicobacter pylori and detection of beta-lactamases
in clinical isolates from patients in Antioquia-Colombia

Introduction: Helicobacter pylori exhibit variations in antibiotic resistance in America and Colombia. Despite the
use of various treatment regimens containing amoxicillin in the department of Antioquia, Colombia, as well as
in several countries across the continent, the pattern of genotypic and phenotypic susceptibility to this antibiotic
remains unknown.

Objective: To determine the frequency of H. pylori infection by detecting the ureA gene and amoxicillin
susceptibility through beta-lactamases in H. pylori isolates from patients with gastroduodenal diseases in
Antioquia-Colombia.

Methods: Cross-sectional analytical study with 179 patients attending endoscopy units of seven healthcare
institutions. Sociodemographic and risk factor data were collected. Moreover, biopsies from the antrum and
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body were taken for microbiological isolation and molecular detection of H. pylori. The sociodemographic data
were assessed through frequency analysis and bivariate statistics. DNA obtained from the biopsies was amplified
by PCR for the ureA gene, and beta-lactamase production was evaluated using the nitrocefin test as well as the
amplification of the TEM and SHV genes.

Results: It was found that 61 % (109 / 179) of patients tested positive for H. pylori; out of 84 isolates obtained by
culture, none tested positive for the nitrocefin test. Significant differences were found in socioeconomic status,
healthcare system, and geographical location in patients positive for the ureA gene. Two patients tested positive
for molecular detection of beta-lactamases from biopsies; however, SHV and TEM genes were not found in any
isolate.

Conclusions: The frequency of H. pylori for ureA-gene detection is higher than previous studies and similar to
other reports in other Colombian regions; consequently, this will become a good diagnostic test in the country.
Finally, none of the H. pylori isolates tested positive for beta-lactamases TEM and SHV.

Keywords: Helicobacter pylori; microbial drug resistance; stomach diseases; beta-lactamases; amoxicillin;
Colombia.

RESUMEN
Introduccidn: Helicobacter pylori presenta diferencias en la resistencia a antibiética en América y Colombia; a
pesar de tener varios esquemas de tratamiento que emplean la amoxicilina en el departamento de Antioquia-
Colombia, asi como en varios paises del continente se desconoce el patrén de susceptibilidad genotipica y feno-
tipica para este antibidtico.
Objetivo: Determinar la frecuencia de infeccion por H. pylori por amplificacion del gen ureA y la susceptibilidad a
amoxicilina mediante la deteccién de beta-lactamasas en aislamientos de H. pylori de pacientes con enfermedades
gastroduodenales procedentes de Antioquia-Colombia.
Métodos: Estudio analitico transversal con 179 pacientes que acudieron a las unidades de endoscopia de siete
instituciones de salud. Se recolectd informacion de datos sociodemograficos y factores de riesgo. Ademds, se
tomaron biopsias de antro y cuerpo para aislamiento microbiolégico y deteccion molecular de H. pylori. Los
datos sociodemograficos se evaluaron a partir de analisis de frecuencia y estadistica bivariada. El ADN obtenido
de las biopsias se amplificé por PCR para identificar el gen ureA, la produccion de beta-lactamasas se evalué con
la prueba de nitrocefin y la amplificacion de los genes TEM y SHV.
Resultados: Del total de pacientes, 61 % (109 / 179) fueron positivos para H. pyloriy de 84 aislamientos obtenidos
por cultivo, ninguno fue positivo para la prueba de nitrocefin. En pacientes positivos para H. pylori se encontra-
ron diferencias significativas en el estrato socioecondmico, régimen y ubicacion geogréfica. Dos pacientes fueron
positivos en la determinacién molecular de beta-lactamasas a partir de biopsias, aunque en ningtn aislamiento
se encontrd los genes SHV o TEM.
Conclusion: La frecuencia de H. pylori por deteccion del gen ureA es mayor comparada con estudios previos y
presenta similitud con registros de otras regiones colombianas, por lo que seria una prueba diagnéstica de utilidad
en el pais. Finalmente, no se encontré aislamientos positivos para TEM y SHV.

Palabras clave: Helicobacter pylori; farmacorresistencia microbiana; gastropatias; beta-lactamasas; amoxicilina;
Colombia.

INTRODUCCION

La prevalencia de infecciéon por Helico-
bacter pylori (H. pylori) varia entre 70-90 %
en paises en via de desarrollo y entre 25-50
% en paises desarrollados, las diferencias se
asocian a factores como condiciones de vida,
edad, estatus socioecondémico y practicas de
higiene (Ansari & Yamaoka, 2022). Las perso-
nas infectadas usualmente desarrollan gastritis
cronica; de estos, un porcentaje desarrollara

enfermedades como ulcera péptica, linfoma
MALT (Mucosal Associated Lymphoid Tissue
Lymphoma) o cancer de estomago (CE) (Kate-
laris et al., 2023). Por esta razén, en 1994 la
Agencia Internacional para la Investigacion en
Céncer (International Agency for Research on
Cancer, 1994) clasifico a este microorganismo
como carcinégeno tipo 1 (Organizacién Mun-
dial de la Salud [OMS], 2017).

Para la prevencién de estas enfermedades
lo ideal es identificar la infeccion y erradicar la
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bacteria. La determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana de H. pylori usualmente es con
métodos fenotipicos que tienen como desven-
taja requerir mayor tiempo de procesamiento,
mayores costos y no determinan el origen de
la resistencia (Ansari & Yamaoka, 2022). Por
el contrario, la determinacién genotipica de
la susceptibilidad antimicrobiana de H. pylori
permite conocer los mecanismos de resistencia
circulantes y posibilita un tratamiento dirigido
con aumento del éxito terapéutico, al mismo
tiempo son mds econdmicas, rapidas y faciles
de ejecutar (Ansari &Yamaoka, 2022).

Dentro de las pruebas genotipicas mds
empleadas para determinar la infeccién por H.
pylori esta la PCR (Polymerase Chain Reaction)
o qPCR (quantitative Polymerase Chain Reac-
tion), técnicas que tienen sensibilidad > 98 %
y especificidad de 98 %. Estas amplifican una o
varias regiones de un gen blanco, el mds usado
es ureA que estd presente en todas las cepas,
es altamente conservado y estd implicado en
los mecanismos de virulencia (Chahuén et al.,
2020). En Antioquia-Colombia la deteccion por
PCR de la frecuencia de H. pylori fue de 36.11 %
en 2019 (Roldan et al,, 2019), mientras que en
el 2023 estuvo en 55.9 % (Salazar et al., 2023).
Esto demuestra que estas técnicas son utiles
para el tamizaje de la infeccion en la region.

En la erradicacién de H. pylori se utiliza
la terapia triple como esquema de primera
linea que contempla el uso de inhibidores de
la bomba de protones (IBP) combinado con
amoxicilina, metronidazol, claritromicina y/o
levofloxacina. No obstante, las tasas de erradi-
cacion estdan mostrando eficacias < 80 % (Lin et
al., 2023). Por esta razén, en el 2017 la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS, 2017) declar6 a
H. pylori como patégeno de cardcter prioritario
(prioridad 2) y establecié pautas terapéuticas
para reducir la resistencia antimicrobiana.

La amoxicilina es una penicilina que altera
la permeabilidad celular inhibiendo la sinte-
sis de la pared bacteriana, siendo uno de los
antibidticos mds prescritos en los esquemas
terapéuticos contra H. pylori, porque tiene
buena actividad intraluminal y tdpica (Ate-
hortua-Rendon et al., 2020; Lin et al.,, 2023).

La bacteria adquiere la resistencia a través de
tres mecanismos: modificaciones de las pro-
teinas de unién a la penicilina (PBP) (Matta
et al., 2023), las bombas de eflujo -asociadas
a multirresistencia- (Kouitcheu et al., 2019),
y la produccién de beta-lactamasas por el gen
TEM que hidroliza el anillo betalactdmico de
la amoxicilina (Tseng et al., 2009). Este ultimo
mecanismo se convirtié en objetivo de estudio
para la identificacion de resistencia, debido al
hallazgo de un aislado productor de TEM con
alta resistencia a amoxicilina, sumado al alto
potencial de diseminacién que tienen las beta-
lactamasas (Tseng et al., 2009).

Los porcentajes de resistencia de H. pylori
a amoxicilina varfa segun la region. En Asia es
del 1 al 12 %, en América es del 8 % y en Europa
de < 1 % (Savoldi et al.,, 2018). En Colombia
la amoxicilina es de los antibiticos mds pres-
critos, aunque solo se evalud su resistencia
en cinco zonas: Bogotd, Eje Cafetero, Narifio,
Monteria y Cartagena donde se estim¢ valores
de resistencia entre 1.9-93 % (Atehortua-Ren-
don et al., 2020). Esto posiciona al pais como el
segundo con mayor resistencia en Latinoamé-
rica después de Brasil (Camargo et al., 2014).

En Antioquia-Colombia no hay estudios
que evalten el patrén de susceptibilidad feno-
genotipica de H. pylori a amoxicilina. Ademas,
hay desconocimiento de los mecanismos impli-
cados en la resistencia a este medicamento, lo
cual es fundamental dilucidar para el control
y monitoreo de la resistencia. Con base en lo
anterior, se plante6 el siguiente objetivo, deter-
minar la frecuencia de la infeccién por H. pylori
por pruebas moleculares y la produccién de
beta-lactamasas de tipo TEM y SHV por prue-
bas fenotipicas y genotipicas en aislamientos de
H. pylori provenientes de pacientes con enfer-
medades gastroduodenales del departamento
de Antioquia-Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y poblacion: Estudio ana-
litico transversal que incluy6 179 pacientes pro-
venientes de tres subregiones del departamento
de Antioquia-Colombia [Oriente, Urabé y Area
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Fig. 1. Pacientes con enfermedades gastroduodenales incluidos en el estudio. El departamento de Antioquia estd ubicado
en el noroeste de Colombia. Los pacientes participantes provienen de tres regiones representativas de Antioquia: el Area
Metropolitana del Valle de Aburra, Oriente y Uraba (circulos negros). Modificado de Milenioscuro (s.f.). / Fig. 1. Patients
with Gastroduodenal Diseases Included in the Study. The department of Antioquia is located in the Northwest of Colombia.
The participating patients are from three representative regions of Antioquia: The Metropolitan Area of the Aburrd Valley,
Oriente, and Uraba (black circles). Modified from Milenioscuro (n.d.).

Metropolitana del Valle de Aburrda (AMVA)]
que acudieron a las unidades de endoscopia en
siete instituciones de segundo y tercer nivel de
salud (Fig. 1); con previa indicacién de endos-
copia de tracto digestivo superior, sintomas de
dispepsia y/o diagndstico previo de enfermeda-
des gastricas y/o duodenales durante los afios
2020-2022. Se excluyeron pacientes embaraza-
das, con tratamiento exitoso para H. pyloriy los
que no presentaban sintomas gastroduodenales
en los ultimos tres meses, pacientes con comor-
bilidades (falla renal cronica, falla cardiaca des-
compensada, falla respiratoria, tumores u otras
enfermedades malignas excepto CE), quienes
recibieron IBP o antagonistas de los receptores
H2 durante los ultimos 15 dias, con alteraciones
de la coagulacion o mentales con impedimento
para dar su consentimiento y/o aquellos que
recibieron tratamiento antibiético para H. pylo-
ri durante el dltimo mes.

Aspectos éticos y consentimiento de par-
ticipacidon: El consentimiento informado se

obtuvo de los pacientes antes de su participa-
cién en el estudio. La investigacion se ejecutd
en concordancia con la resoluciéon 8 430 de
1993 del Ministerio de Salud de la Republica
de Colombia y la declaracién de Helsinki de
2013 de la Asociacion Médica Mundial y fue
aprobada por los Comités de Etica del Instituto
de Investigaciones Médicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia (acta
016 de 2019), de la Fundacién Hospitalaria San
Vicente de Paul (acta 28-2021) y el hospital
Alma Mater (Acta CTI IN44-2019).

Recopilaciéon de datos y recoleccion de
muestras: Los pacientes se contactaron via
telefonica y se les aplico una encuesta semies-
tructurada y digitalizada mediante el software
libre KoboToolbox con preguntas relaciona-
das con aspectos sociodemograficos, habitos
de vida, sintomatologia y antecedentes médi-
cos personales, asi como familiares. El con-
trol de sesgo de informacién y validacién de
la encuesta se realizé previamente (proyecto
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CODI 2014-1062), y se capacité al personal
encuestador (Salazar et al., 2023).

Antes de la endoscopia digestiva superior,
los pacientes ayunaron al menos siete horas,
a cada uno se le tom6 cuatro biopsias, dos de
antro y dos de cuerpo, que se emplearon para
la identificacion de H. pylori y evaluacion de la
resistencia (dos para cultivo microbioldgico y
dos para la deteccion molecular). Las muestras
se enviaron en caldo Brucella (BD) con glicerol
al 20 % (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alema-
nia) a 4 °C al laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia para su procesamiento.

Cultivo microbiolégico de H. pylori y
diagnoéstico fenotipico: El aislamiento de H.
pylori se obtuvo mediante el cultivo de dos
biopsias: una de antro y otra de cuerpo por
paciente en agar Brucella (BD) suplementado
con 5 % de sangre de caballo, Isovitalex™ (BD,
Le pont de Claix, Francia) al 0.4 % y Dent’
(Hampshire, Inglaterra) al 0.8 %. Los cultivos se
incubaron entre 4 a 15 dias a 37 °C bajo condi-
ciones microaerofilicas con CO, al 10 % (Patel,
2023). Las colonias compatibles se identificaron
por las caracteristicas morfologicas tipicas por
Gram modificado y por pruebas bioquimi-
cas (oxidasa, catalasa y ureasa positiva). Los
cultivos negativos se siguieron hasta por 15
dias. Después de este tiempo, si presentaban
crecimiento se identificaron y criopreservaron
en caldo Brucella (BD) con glicerol al 20 % y
suero fetal bovino al 10 % (Gibco, USA). Las
muestras sin crecimiento se reportaron como
negativas. La deteccién fenotipica de beta-
lactamasas de cada aislamiento se evalué con la
prueba de nitrocefin (Cefinase™, BD), la apari-
ci6én de color rosado en el disco se tomé como
positiva para la produccién de beta-lactamasas
(Edaptative Technologies LLC, 2022). Como
controles se usaron las cepas de Proteus mira-
bilis ATCC 12453 (positivo) y Escherichia coli
ATCC 25922 (negativo).

Extraccion de ADN de biopsias y ais-
lamientos: La extraccién de ADN se realizo
directamente de biopsias de tejido de antro y

de cuerpo de 179 pacientes, asi como de 84
aislamientos de H. pylori obtenidos por cultivo
(42 de antro y 42 de cuerpo correspondiente al
mismo nimero de pacientes), para esto se usd
el kit Dneasy Blood & Tissue : (Qiagen, Hilden,
Alemania), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La concentracion del ADN genémi-
co se determiné usando el NanoDropOne-2000
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA). Como control positivo para todos los
experimentos moleculares se utilizo la cepa
NCTC 11637 de H. pylori y como control nega-
tivo agua grado molecular libre de nucleasas
AccuGENE " (Fisher, Lonza, Suiza).

Deteccion molecular de H. pylori: Un
fragmento de 411 pb del gen ureA de H. pylo-
ri se amplifico por PCR siguiendo un pro-
tocolo previamente descrito (Salazar et al,
2022; Salazar et al., 2023). Las herramientas de
bioinformdtica Snapgene” (GSL Biotech LLC)
y BLAST (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA) se utilizaron para
confirmar que la secuencia de los cebado-
res (F 5-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’ y R
5-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’) para el gen
ureA alineaban correctamente con el genoma
de cepas de H. pylori de esta base de datos. El
control positivo incluyé la NCTC 11637 de
H. pylori, y el control negativo fue agua grado
molecular. Se considerd positivo cuando en al
menos una de las dos muestras se observaba la
banda esperada en el gel de agarosa.

Identificacion genotipica de beta-lac-
tamasas: La presencia de beta-lactamasas
se confirmé a partir de la amplificacién por
PCR vy el corrido electroforético de dos frag-
mentos de las beta-lactamasas TEM y SHV.
Los iniciadores para blaTEM F 5-ATGGGG-
GATCATGTAACTCG-3, R 5-GATACGG-
GAGGGCTTACCAT-3, y para blaSHV
F5’-TTCGTGTCGCCCTTATTCCC-3" y R
5-CCCAACTGATCTTCAGCATCT-3’ se dise-
fiaron con el programa Oligoanalyzer™ Tool
(Integrated DNA Tecnologies, Iowa, USA).
Mediante Snapgene y BLAST se comprobé que
los iniciadores reconocen segmentos cortos



de las regiones especificas de estos genes [bla-
TEM (NG_050145 y EU726527.1) y blaSHV
(MG653180.1)]. La PCR se llevS a cabo con el
kit OneTaq Quick-Load 2X Master Mix (New
England Biolabs, Inc.), con 12.5 pl de master
mix, 2.5 pl de los respectivos iniciadores (2uM),
8 ul de agua grado molecular libre de nucleasas
y 2 pl de ADN para un volumen final de 25
ul. Los parametros de ciclado para el gen SHV
consistieron en desnaturalizacién inicial a 94
°C/4 min, amplificacion en 25 ciclos (94 °C/30
s, 55 °C/30 s, 68 °C/10 s) y extension final de
68 °C/10 min. Para el gen TEM consistié en
desnaturalizacién inicial a 94 °C/4 min, ampli-
ficacion en 25 ciclos (94 °C/30 s, 54 °C/30 s, 68
°C/20 s) y extension final de 68 °C/10 min. Los
amplificados se visualizaron en gel de agarosa al
3 % tefiidos con Gel Loading Dye, Purple (6X)
(New England Biolabs Inc.) en el transilumina-
dor (Molecular Imager Gel Doc™ XR system.
BioRad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA).
Como control positivo de TEM y SHV se us6 la
cepa de E. coli C3-69 identificada y clasificada
previamente (Rada et al., 2019).

Analisis estadistico: El andlisis estadis-
tico se realizd con el software SPSS Statis-
tics version 24 (IBM, New York, USA) (IBM
Corp, 2016), licenciado por la Universidad de
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Antioquia-Colombia. Inicialmente se hizo el
analisis descriptivo por medio de frecuencias
absolutas y relativas para las variables cualitati-
vas y medidas de resumen para las cuantitativas.
Finalmente se aplicd prueba una no paramé-
trica para el analisis bivariado por medio de
la prueba de Chi cuadrado de Pearson (X2),
contemplando un intervalo de confianza de
95 % y un valor de p < 0.05 para considerar la
asociacion como estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Caracterizacion de la poblacion: Las
variables sociodemograficas y clinicas de
pacientes positivos y negativos para H. pylori
por identificaciéon molecular, a partir de biop-
sias gastricas se muestran en la Tabla 1. De los
179 pacientes 69.8 % (125 / 179) fueron mujeres
y 30.1 % (54 / 179) hombres. La media de la
edad de la poblacion de estudio fue de 59.6 afos
(rango entre 19-87 afios). La mayor frecuencia
de H. pylori se presentd en individuos pertene-
cientes al oriente Antioqueio y Apartadd, de
estrato socioeconémico del 1 a 3 y con antece-
dente de H. pylori (Tabla 1).

Frecuencia de H. pylori por PCR: En este
estudio, se incluyeron en total 179 pacientes

Tabla 1
Factores sociodemogriéficos y clinicos de los pacientes estudiados en Antioquia-Colombia. / Table 1. Sociodemographic and
Clinical Factors of the Studied Patients in Antioquia, Colombia.

Deteccion de UreA (Biopsia) Valor
) — - IC 95 %
Variable Positivo Negativo Total p OR
n % n % N Inferior Superior
Pertenencia étnica
Afro-descendiente o indigena® 8 100 0 0 8 1.69°  1.49 1.91
Maestizo 101  59.1 70 409 171  0.02°
Total 109 609 70 391 179
Grado de escolaridad en afos
<5 10 58.8 7 41.2 17 1.36 0.43 4.24
6all 64 627 38 37.3 102 1.60 0.78 3.30
12a14 13 76.5 4 235 17 0.30 3.10 0.87 11.04
> 15 22 512 21 48.8 43 --
Total 109 609 70 391 179
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Deteccion de UreA (Biopsia) Valor

IC 95 %
Variable Positivo Negativo Total p OR
n % n % N Inferior Superior
Ocupacion
Desempleados y otrosd 48 623 29 377 77 .11~ 0.60 2.04
Empleados, independientes ¢ pensionados® 61 59.8 41 402 102 0.73
Total 109 609 70 391 179
Regién
Oriente, Apartado 59 711 24 289 83 2.26 1.21 4.20
Area Metropolitana 50 521 46 479 96 0.01
Total 109 609 70 391 179
Estratof
lal3 76 704 32 29.6 108 273 146 5.09
4al6 33 465 38 535 71 0.00
Total 109 609 70 391 179
Agua para consumo$
Acueducto veredal, rio, quebrada ¢ agua lluvia 12 706 5 294 17 1.60  0.54 4.78
Acueducto 97 599 65 40.1 162 0.44°
Total 109 609 70 391 179
Hacinamiento "
Hacinamiento medio 6 100 0 0 6 1.68 1.48 1.89
Sin hacinamiento 103 595 70 405 173 0.8
Total 109 609 70 391 179
Fumador actual !
Si 6 100 0 0 6 1.68 148 1.89
No 103 595 70 405 173 0.8
Total 109 609 70 391 179
Consumo de bebidas alcohélicas}
Si 9 818 2 182 11 3.06  0.64 1.46
No 100 595 68 405 168  0.20°
Total 109 609 70 391 179
Antecedente de enfermedad gastrica ©
Si 8 69.7 37 303 122 315  1.64 6.06
No 24 421 33 579 57 0.00
Total 109 609 70 391 179
Antecedente de H. pylori!
St 52 765 16 235 68 3.07 157 6.03
No 57 514 54 486 111  0.00
Total 109 609 70 391 179
Antecedente de tratamiento para H. pylori ™
St 46 767 14 233 60 1.09  0.19 6.04
No 6 75 2 25 8 1.00
Total 52609 16 39.1 68
Gastritis "
Si 66 635 38 365 104 1.29 0.70 2.37
No 43 573 32 427 75 040

Total 109 609 70 39.1 179
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Deteccion de UreA (Biopsia) Valor

IC 95 %
Variable Positivo Negativo Total p OR
n % n % N Inferior Superior
Ulcera gastrica o duodenal
Si 13 619 8 38.1 21 1.04 0.41 2.67
No 9% 608 62 392 158 092
Total 109 609 70 391 179
Lesiones preneoplasicas del estomago (metaplasia)”
Si 10  66.7 5 333 15 1.31 0.42 4.01
No 99 604 65 39.6 164 0.63
Total 109 609 70 391 179
Antecedente de cancer de estomago °©
Si 32 627 19 373 51 1.11 0.57 2.17
No 77  60.2 51 39.8 128 0.74
Total 109 609 70 391 179

a. No es posible calcular el OR. Se reporta RR. / b. Prueba de Fisher aplicada. Chi cuadrado de Pearson se usé para todos
los demas. / c. Afrodescendiente: Hace referencia a los cruces que hubo en la época de la colonia, y es dominado por
las negritudes. Indigenas: Son los pobladores originarios de América y sus descendientes que mantienen su cultura y se
reconocen como tales. / d. Desempleados y otros: se encuentra: ama de casa, estudiante y desempleado. / e. Empleado:
trabajadores que tienen contratos de trabajo implicitos o explicitos (orales o escritos) por los que reciben una remuneracion
bésica que no depende directamente de los ingresos de la unidad para la que trabajan. Independiente: persona que trabaja por
cuenta propia sin estar vinculada por un contrato de trabajo y realiza por si mismo los pagos al sistema de seguridad social.
Pensionado: persona que disfruta un retiro remunerado por haber terminado su vida laboral. / f. Estrato socioecondémico:
Clases o grupos en que se divide la poblacién en Colombia de acuerdo con el poder adquisitivo y nivel socioecondémico. /
g. Acueducto: agua de una red municipal y potable (apta para el consumo humano). Acueducto veredal: agua de una red
de tuberias de nivel local, pero que no ha pasado por un proceso de potabilizacion. Agua lluvia: agua captada por medio
de recipientes que la consiguen cuando llueve y esta no pasa por un proceso de potabilizacién previa. Rio o quebrada:
agua de una fuente natural cercana y que esta no pase por un proceso de desinfeccion o potabilizacion previa. / h. Sin
hacinamiento: entre 0 y 2 personas por habitacién y hacinamiento medio: 3 personas por habitacion. / i. Si el paciente
fum¢ durante la dltima semana al menos un cigarrillo. / j. Se define como que consume bebidas alcohdlicas si al menos una
vez en el ultimo mes consumi6 una bebida con alcohol. / k. Antecedentes patoldgicos en cuanto a enfermedades gastricas
que algtin médico le haya diagnosticado al participante. / 1. Antecedentes patolégicos del participante en cuanto a si tiene
conocimiento de haber sufrido infeccion por H. pylori. / m. Si el paciente recibié o no tratamiento para la infeccién por
H. pylori. | n. Si el paciente tiene alguno de los diagndsticos: gastritis, ulcera gastrica o duodenal, o metaplasia intestinal
o. Antecedentes patoldgicos de la familia del participante en cuanto a si alguien ha sido diagnosticado con cancer de
estomago. / Fuente y elaboracion propia, pacientes recolectados entre los afios 2020-2022. / a. It is not possible to calculate
the OR. RR is reported. / b. Fisher’s test applied. Pearson’s Chi-square test was used for all others. / c. Afro-descendant: Refers
to the crossbreeding that occurred during the colonial era, predominantly characterized by Black populations. Indigenous:
Refers to the original inhabitants of the Americas and their descendants who maintain their culture and identify as such. / d.
Unemployed and others: Includes housewives, students, and unemployed individuals. / e. Employed: Workers with implicit
or explicit employment contracts (oral or written) who receive a basic salary that does not directly depend on the income of
the unit for which they work. Self-employed: Individuals who work independently without a formal employment contract
and handle their social security payments by themselves. Retired: Individuals who receive a pension after completing their
working life. / f. Socioeconomic stratum: Classes or groups into which the population in Colombia is divided according
to purchasing power and socioeconomic level. / g. Aqueduct: Water from a municipal network that is potable (suitable
for human consumption). Rural aqueduct: Water from a local pipe network that has not undergone a purification process.
Rainwater: Water collected through containers when it rains and has not undergone prior purification. River or stream: Water
from a natural nearby source that has not undergone a disinfection or purification process. / h. No overcrowding: Between
0 and 2 people per room; moderate overcrowding: 3 people per room. / i. If the patient smoked at least one cigarette in the
last week. / j. Alcohol consumption is defined as having consumed an alcoholic beverage at least once in the last month. /
k. Gastric disease history: Refers to gastric conditions diagnosed to the participant by a physician. / 1. H. pylori infection
history: Refers to the participant’s knowledge of having been infected with H. pylori. / m. If the patient has received treatment
for H. pylori infection. / n. If the patient has any of the following diagnoses: gastritis, gastric or duodenal ulcer, or intestinal
metaplasia. / 0. Family history of stomach cancer: Refers to whether any family member has been diagnosed with stomach
cancer. / Source and own elaboration, patients collected between the years 2020-2022.
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Fig. 2. A. Porcentaje de pacientes positivos para el gen ureA distribuidos por subregiones, Oriente tuvo el mayor niimero de

muestras positivas (n = 46). B. Porcentaje positivos para el gen ureA distribuido por paciente, la mayoria de ellos presentaron
las dos muestras positivas (n = 70). C. Porcentaje positivos para el gen ureA distribuido por muestra, las muestras de antro

fue las que dieron mds alto (n = 91). / Fig. 2. A. Percentage of patients positive for the ureA gene distributed by subregions;

the Oriente region had the highest number of positive samples (n = 46). B. Percentage of patients positive for the ureA gene,
with most of them presenting two positive samples (n = 70). C. Percentage of positive samples for the ureA gene, with antral

samples showing the highest positivity rate (n = 91).

(con una muestra de antro y otra de cuerpo
para un total de 358 biopsias), de los cuales 96
eran provenientes del AMVA y 83 del Oriente
Antioquefio y Apartad¢ (Fig. 2A). La frecuencia

encontrada de H. pylori por PCR fue de 60.8 %
(109 /179); de estos el 39.1 % (70 / 179) presen-
t6 las dos muestras positivas (antro y cuerpo)
(Fig. 2B). En cuanto a la frecuencia hallada por
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sitio anatémico, el 50.8 % de las biopsias positi-
vas (91 / 358) eran de antro y 49.1 % (88 / 358)
de cuerpo (Fig. 2C, Fig. 3A).

De las 42 muestras que presentaron un
cultivo positivo, 40 fueron también positivas
en la prueba molecular (PCR), mientras que
dos resultaron negativas en la PCR. Esto indi-
ca alta concordancia entre ambos métodos,
aunque con una ligera discrepancia en dos
muestras (4.76 % de los cultivos positivos). La
PCR detect6 69 casos adicionales que no fue-
ron identificados por el cultivo, lo que resalta
su mayor capacidad diagnostica. La sensibi-
lidad del cultivo con respecto a la PCR es del
36.7 % (40 / 109), mostrando la superioridad de
la prueba molecular. La especificidad del culti-
vo es del 97.1 % (68 / 70), pues detectd correc-
tamente 68 de las 70 muestras negativas en la
PCR. El cultivo muestra alta especificidad, pero
limitada sensibilidad comparado con la PCR
(Tabla 2). Al correlacionar los resultados positi-
vos por PCR para H. pylori con aspectos socio-
demogriéficos se encontrd mayor frecuencia de
la infeccién en los estratos socioecondémicos 1
al 3 y asociacion estadisticamente significativa
(p =0.00). Al igual que la pertenencia étnica (p
= 0.02) y antecedente de enfermedad gastrica
(p = 0.00).

Deteccion geno-fenotipica de beta-lac-
tamasas: La prueba de nitrocefin que detecta
la produccion de beta-lactamasas fue negativa
en todos los 84 aislados de H. pylori procesa-
dos. La deteccion de beta-lactamasas a partir

de biopsia arrojo dos pacientes con resultados
positivos para el gen TEM (432 antro y cuerpo
y 434 antro) (Fig. 3B). En los 84 aislamientos
se evaluo la presencia de los genes TEM y SHV,
aunque en ninguno se observé amplificacion
por PCR (Fig. 3C, Fig. 3D). En los pacientes 432
(antro y cuerpo) y 434 (antro) se encontr¢ la
amplificacion de TEM en las biopsias, mientras
que, al hacerlo desde el aislamiento no hubo
amplificacion del gen TEM.

DISCUSION

De este estudio, la frecuencia de infeccién
por H. pylori determinada por PCR fue de
60.8 %. No obstante, una revisién sistemati-
ca muestra una prevalencia del 83.1 % para
Colombia por test de aliento con C13 (Zamani
et al, 2018). Cabe aclarar que los valores de
prevalencia de la infeccién varian en fun-
cién de la prueba de diagnostico empleada y
nimero de muestras procesadas; aun asi, la
frecuencia encontrada en el presente estudio es
alta (> 50 %). Por otra parte, para Colombia se
reportaron datos de prevalencia por histopato-
logia de 69.1 %, mientras que en Medellin fue
del 65 %, similar a la frecuencia del presente
estudio (Bravo et al., 2003).

En Medellin para 2019, encontraron H.
pylori en 36.1 % de las muestras analizadas por
PCR (Roldé4n et al., 2019), de esta manera la
frecuencia fue mayor (52.1 %) en el presente
estudio para esta misma zona. Aunque la fre-
cuencia en AMVA fue menor comparada con el

Tabla 2
Comparacion de los resultados obtenidos de amplificacion del gen UreA de biopsias géstricas frente al cultivo. / Table 2.
Comparison of the results obtained from the amplification of the UreA gene from gastric biopsies versus culture.

. PCR de UreA
Positivo - Total
Negativo
] Si 2 12
Cultivo
No 68 137
Total 70 179

Sensibilidad: 36.7 %

Especificidad: 97.1 %

Valor Predictivo Positivo (VPP): 95.2 %
Valor Predictivo Negativo (VPN): 49.6 %
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Fig. 3. Amplificacion por PCR de los genes ureA, TEM y SHV a partir de biopsias de antro y cuerpo, en gel de agarosa al 3 %.
A. Amplificacion de gen ureA, amplicon de 411 pb en los carriles 2 al 17, pacientes positivos 550, 552 y 555, muestra de antro
de 551 y 554, control positivo H. pylori NCTC 11637 (carril 20). B. Amplificacion del gen TEM, se observa amplicon de 312
pb en los carriles 3 y 4 (antro y cuerpo de la muestra 432) y carril 7 (antro de la muestra 434), E. coli positiva para TEM (carril
12). C. Amplificacion del gen TEM, E. coli positiva para TEM (carril 19), control negativo agua grado molecular (carril 17).
D. Amplificacion del gen SHYV, E. coli positiva para SHV (carril 19), control negativo agua grado molecular (carril 17). / Fig.
3. PCR Amplification of ureA, TEM, and SHV Genes from Antral and Body Biopsies on 3 % Agarose Gel. A. Amplification
of the ureA gene, with a 411 bp amplicon observed in lanes 2 to 17. Positive patients include 550, 552, and 555, with antral
samples from 551 and 554. Positive control: H. pylori NCTC 11637 (lane 20). B. Amplification of the TEM gene, with a 312
bp amplicon observed in lanes 3 and 4 (antrum and body of sample 432) and lane 7 (antrum of sample 434). E. coli positive
for TEM is in lane 12. C. Amplification of the TEM gene, with E. coli positive for TEM in lane 19, and molecular grade water
as the negative control (lane 17). D. Amplification of the SHV gene, with E. coli positive for SHV in lane 19, and molecular
grade water as the negative control (lane 17).
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Oriente Antioquefio (73 %) y Apartadé (65 %),
estas diferencias se asocian posiblemente a la
calidad de vida en las diferentes subregiones
(Camara de Comercio de Medellin para Antio-
quia, 2021). Segtn el Plan Nacional de Salud
Rural, determinantes sociales como falta de
oferta en servicios de salud articulada y acceso
a agua potable contribuyen considerablemente
a las inequidades existentes entre el AMVA y
Uraba (Ministerio de Salud y Proteccién Social,
2018). El indice de condiciones de vida (ICV)
en Antioquia para 2021 refleja que el Oriente es
la subregion con mejor ICV (70.3) comparado
con AMVA (65.7), y Uraba (56.7) (Gobernacion
de Antioquia, 2022). Lo anterior se relaciona
posiblemente con la mayor frecuencia de infec-
cién por H. pylori en la subregion de Uraba.

Al correlacionar los resultados positivos
para infeccién por H. pylori con aspectos socio-
demogrificos se encontr6 mayor frecuencia
de la infeccién en los estratos socioeconémi-
cos de vivienda bajos (1 al 3) con asociacién
estadisticamente significativa (p = 0.00). Estos
resultados son similares a los encontrados por
otros autores como en Japon que afirman que
individuos de clases sociales mds bajas tienen
mayores indices de infeccion, debido a sus habi-
tos de higiene y a su estilo de vida (Elshair et al.,
2022). Asi como lo hallado en Irdn que también
asocio la pobreza con mayor riesgo de infeccion
con H. pylori (Zandian et al., 2023).

La resistencia a antibidticos es uno de los
principales factores que dificulta la erradicacion
de H. pylori, considerando ademas la presencia
de cepas multirresistentes (Atehortua-Rendon
et al., 2020; Lin et al., 2023). La amoxicilina se
utiliza para la erradicacion de H. pylori como
parte de varias terapias como la triple, dual de
alta dosis, secuencial, hibrida, régimen cuadru-
ple concomitante, y algunos tratamientos con
vonoprazan (Valladales-Restrepo et al., 2022).
Este betalactamico registra porcentajes bajos
de resistencia comparado con otros antibid-
ticos; sin embargo, la pérdida de sensibilidad
a este dificulta la erradicacién de la infeccion
(Boyanova et al.,, 2022; Camargo et al., 2014).
Sobre todo, en paises con venta de amoxicilina
sin prescripcion.

Actualmente, se desconoce el patréon de
resistencia a amoxicilina en varias regiones
de Colombia y del mundo. Los porcentajes de
resistencia a este antibidtico muestran dife-
rencias segiin localizacion geografica. En un
estudio en Bulgaria aument¢ significativamente
la resistencia del 4.2 % en 2007-2014 al 8.9 %
en 2015-2021 (Boyanova et al., 2022), mientras
que en Nanjing (China) fue del 0.76 % (Jiang et
al., 2022). En cuanto a América, una revision
sistematica del 2022 en Estados Unidos mos-
trd resistencia del 2.6 % (Ho et al., 2022). Por
otra parte, los estudios realizados en Colombia
mostraron resistencia en Pereira y Manizales
de 0 % (Bedoya-Gomez et al., 2020), en Bogota
de 3.8 % (2010) (Trespalacios et al., 2010), en
Tumaco 20.5 % (2012) (Figueroa et al., 2012) y
22.8 % (2018) (Matta et al., 2018) y finalmente
en Taquerres 4 % (2013) (Bustamante-Rengifo
et al,, 2013) y 5.4 % (2018 y 2023) (Matta et
al., 2018; Matta et al., 2023). Esta ultima cifra
convierte a Colombia en el segundo pais del
continente con la cifra mas alta de resistencia
a amoxicilina en cepas de H. pylori (Camargo
et al.,, 2014).

La resistencia de alto nivel a amoxicilina
en otras bacterias se presenta por la produccion
de beta-lactamasas, en este caso relacionada a
TEM y SHV de la clasificacion A de Ambler.
Estas beta-lactamasas se localizan en plasmidos
facilitando la transferencia génica, posiblemen-
te, entre géneros y especies diferentes (Pitout,
2010). La frecuencia y distribucién de estas
enzimas ha aumentado desde su aparicion
en enterobacterias, con reportes de aislamien-
tos productores de beta-lactamasas que llegan
hasta 55 % en China y 79 % en India (Pitout,
2010). En Colombia presentan alta frecuencia,
extension y diversidad, presentandose en casi
todos los departamentos (Rada et al., 2019).

Los resultados obtenidos en el laboratorio
no confirmaron la presencia de TEM o SHV en
los aislamientos de H. pylori, ya que la prueba
de nitrocefin y la amplificacién del gen blaTEM
fueron negativos, aunque si hubo tres resulta-
dos positivos para TEM al amplificar directa-
mente de las biopsias gastricas (pacientes 432
y 434). Por esto no se puede afirmar que los
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aislamientos de H. pylori obtenidos presenten
estas enzimas, sino que posiblemente haya pre-
sencia en mucosa géstrica de otras bacterias que
expresen el gen blaTEM, como las enterobacte-
rias, las cuales han sido reportadas en mucosa
gastrica (Rajilic-Stojanovic et al., 2020). La pre-
sencia de genes de resistencia en un microor-
ganismo estd relacionada con la capacidad
bacteriana de transferirlos de manera horizon-
tal a otras bacterias, confiriéndole disminucion
en la sensibilidad al antibiético. En H. pylori se
comprobd la existencia de plasmidos (Baltrus et
al., 2009), lo que abre la posibilidad de transfe-
rencia horizontal de genes en H. pylori.

La verificacién de la resistencia por méto-
dos fenotipicos que permita la identificacion
de microorganismos productores de beta-lac-
tamasas es importante (Pitout, 2010), e investi-
gaciones previas muestran la aplicacion de estos
ensayos en aislamientos de H. pylori (Palamides
etal., 2020; Tseng et al., 2009). Sin embargo, los
resultados negativos de las pruebas de nitroce-
fin del presente estudio y otro previo en Africa
plantean la baja frecuencia de beta-lactamasas
en H. pylori (Palamides et al., 2020). Aunque
no dejan de ser importante la ejecucion de las
técnicas moleculares para la determinacion
genotipica de la presencia de la infeccion por
amplificacion del gen UreA. Asi como la detec-
cion de resistencia para amoxicilina en H. pylori
por evaluacién de la presencia de mutaciones
en el gen PBPI (Atehortua-Rendon et al., 2020),
ya que posiblemente la frecuencia de genes que
codifican para beta-lactamasas o bombas de
eflujo sean bajos o nulos en esta bacteria (Pala-
mides et al., 2020; Tseng et al., 2009).

El presente estudio inici6 en el afio 2019 y
culminé en el 2021. En marzo del 2020 inicié
la pandemia de COVID-19 limitando el desa-
rrollo de la investigacion en las instituciones
de salud debido a las restricciones de ingreso
y acceso de los pacientes a los procedimientos
endoscdpicos, segun las disposiciones decreta-
das por el gobierno nacional, como consecuen-
cia de lo anterior el nimero de pacientes por
otras causas diferentes al COVID-19 se redujo
significativamente, fenomeno que también se
dio en otras regiones del mundo (Lantinga

et al.,, 2021). Ademds, no se descarta que las
medidas de bioseguridad implementadas de
manera generalizada impactaran en las cifras
de frecuencia de la infeccién de la bacteria,
considerando que H. pylori se propaga por via
oral-oral y fecal-oral (Katelaris et al., 2023).
Finalmente, otra de las limitaciones del estudio,
es no tener los datos de resistencia fenotipica a
amoxicilina, por lo cual no es posible determi-
nar la concentracién minima inhibitoria a este
antibidtico en los aislamientos.

Esta es la primera investigacion de Lati-
noamérica que incluye la busqueda fenotipica
y genotipica de beta-lactamasas en H. pylori y
el segundo en el mundo (Tseng et al., 2009),
con lo que se pretende validar lo encontrado
por otros autores y resaltar que los mecanismos
de resistencia en H. pylori pueden variar en
diferentes regiones del mundo. Ademds, que
el monitoreo de la resistencia a amoxicilina es
importante, especialmente por la aparicién de
cepas multirresistentes en Colombia (Figueroa
et al,, 2012) y el mundo (Choi et al., 2019). Este
estudio a diferencia de otros del departamento
incluye dos poblaciones diferentes al AMVA.
Incluyendo muestras de tres subregiones con
mas de 200 000 habitantes reflejando la hete-
rogeneidad en las caracteristicas geograficas,
culturales, ambientales y socioecondémicas del
departamento de Antioquia. La frecuencia de
infeccién por H. pylori en Antioquia por las
pruebas genotipicas es mayor comparada con
el cultivo, ademas presenta similitud con cifras
registradas de otras regiones del pais (Salazar
et al., 2023). Lo que muestra la utilidad de los
métodos genotipicos y la deteccion a partir de
las biopsias del gen ureA en el departamento de
Antioquia y en Colombia.

Declaracion de ética: Los autores declaran
que todos estin de acuerdo con esta publica-
cién y que han hecho aportes que justifican
su autoria; que no hay conflicto de interés de
ningtn tipo; y que han cumplido con todos
los requisitos y procedimientos éticos y legales
pertinentes. Todas las fuentes de financiamien-
to se detallan plena y claramente en la secciéon
de agradecimientos. El respectivo documento
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