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RESUMEN

Antecedentes: Existe evidencia que propone la transmision vertical de
Helicobacter pylori (H. pylori); sin embargo, faltan investigaciones que
confirmen dicha transmision; por lo que este estudio propone determinar si
existe transmision vertical de esta bacteria.

Objetivo: Determinar la transmision vertical de H. pylori por medio de
levaduras de origen vaginal de embarazadas a sus recién nacidos (RN).
Metodologia: Estudio transversal, descriptivo. Las muestras se obtuvieron
de neonatos (hisopado oral y meconio) y flujo vaginal de sus madres. La
identificacion de especies de levaduras se realiz6 utilizando las siguientes
técnicas, CHROMagar Candida, Prueba del Tubo Germinal y sistema de
identificacion API Candida, luego las levaduras se observaron por
microscopia Optica y de fluorescencia. Se realiz6 deteccion de antigeno de
H. pylori en meconio y PCR para amplificacion de genes especificos de esta
bacteria.

Resultados: Se detectd H. pylori intracelularmente en Candida glabrata (C.
glabrata) aislada de hisopado oral de un RN, dicha bacteria en base a los
genes estudiados, resultd ser genotipicamente idéntica a la encontrada
intracelularmente en la misma especie de levadura aislada de flujo vaginal
de la madre de este neonato.

Conclusion: Los resultados sugieren que hubo transmisiéon vertical de H.
pylori; ya que la levadura encontrada tanto en la madre como en el RN eran
de la misma especie, C. glabrata. Ademas, el perfil genotipico de ambas
cepas de H. pylori encontradas intracelularmente en C. glabrata eran
concordantes. Sin embargo, es necesario secuenciar el genoma completo de

ambas cepas de H. pylori para confirmar dicha transmision.

Palabras claves: Helicobacter pylori, transmisién vertical, Candida

glabrata.



ABSTRACT

Background: There is evidence that suggests the vertical transmission of
Helicobacter pylori (H. pylori); however, lacking research to confirm such
transmission; so this study aims to determine whether there is vertical
transmission of this bacterium.

Objective: Determine the vertical transmission of H. pylori through vaginal
yeast origin of pregnant women to their newborns (RN).

Methodology: transversal, descriptive study. The samples were obtained
from neonates (oral swabs and meconium) and vaginal discharge of their
mothers. Identifying yeast species was performed using the following
techniques, CHROMagar Candida, Test Tube and Germinal identification
system API| Candida and yeasts then observed by optical microscopy and
fluorescence. Antigen was performed in meconium and PCR amplification of
specific genes of H. pylori.

Results: H. pylori was detected intracellularly in Candida glabrata (C.
glabrata) isolated from oral swab of an RN, the bacteria proved to be
phenotypically identical to that found intracellularly in the same species of
yeast isolated from vaginal discharge of the mother of this baby.

Conclusion: It is suspected that there were vertical transmission of H. pylori;
C.glabrata as yeast found in both the mother and the newborn were
phenotypically identical, besides the genotypic profile of both strains H. pylori,
found intracellularly in C. glabrata were consistent; however, it is necessary to
sequence the entire genome of H. pylori strains both to confirm the

transmission.

Keywords: Helicobacter pylori, vertical transmission, Candida glabrata



1.- INTRODUCCION

El concepto de transmision vertical comprende todas aquellas infecciones
que pueden ser transmitidas desde la madre al feto o al recién nacido (RN)
durante los procesos inherentes a la maternidad; es decir, a la gestacion, al
trabajo de parto, al parto y a la lactancia materna, como es el caso del virus
del VIH que puede ser adquirido por el RN durante la etapa de

amamantamiento.

Con respecto a la etiologia de las infecciones perinatales se han observado
modificaciones a través de la historia, probablemente secundarias a los
cambios en la ecologia microbiana del canal del parto de las embarazadas.
Es asi que en las Ultimas dos décadas predominan como agentes etiolégicos
las bacterias Gram positivas sobre todo Estreptococo beta-hemolitico del
grupo B: Streptococcus agalactiae (EGB), Staphylococcus aureus vy
Staphylococcus epidermidis. Dentro de los Gram negativos predominan
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Pseudomonas, y dentro
de las levaduras Candida sp.

En los Ultimos afios parece observarse un timido resurgimiento del
neumococo, Streptococcus pneumoniae, y la aparicibn de microorganismos
poco habituales en el espectro etiolégico de la infeccibn neonatal como
Haemophilus influenzae. Por el contrario, ha desaparecido casi por completo
una de las bacterias que con mas frecuencia provocaba formas graves de
infeccidbn neonatal en los afios setenta, como es Listeria monocytogenes.
Todos estos agentes mencionados, pueden ser transmitidos verticalmente al
feto o al RN.



El verdadero reservorio de las bacterias que colonizan el canal genital de la
mujer es el recto, a partir del cual alcanzan las mucosas del tracto genital de
ésta. Desde el canal del parto de la gestante el feto puede infectarse con
virus, como citomegalovirus, VIH, virus de la hepatitis B, papovavirus, virus
del herpes simple, y sobre todo puede infectarse por bacterias como
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli
Enterococus faecalis y hongos, como se menciondé anteriormente, del

género Candida.

Algunos investigadores consideran la transmisién vertical, como una forma
de adquisicion de la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) por parte de los

RN desde sus madres; esto seria al pasar el feto a través del canal del parto.

Hasta ahora no se ha informado de que la bacteria se haya aislado
directamente de la mucosa vaginal, pero se propone una relacién simbiotica

entre especies de levaduras del género Candida y la bacteria H. pylori.

Existen varios estudios en los que se demuestran que las bacterias, en
general, pueden sobrevivir en vacuolas de organismos eucariotas, como las
amoebas de vida libre, tal es el caso de Enterobacter aerogenes, Aeromonas
hydrophila y Legionella pneumophila. Esta dltima, se ha observado que
puede sobrevivir dentro de vacuolas de Acanthamoeba castellanii, mediante
la inhibicibn de la fusiébn del fago-lisosoma; observandose el mismo
fendbmeno en Pseudomonas aeruginosa, que crecian intracelularmente en
amoebas de diferentes géneros aisladas de tuberias de un hospital. Este
hecho llamo la atencion de un grupo de investigadores, Siavoshi et al., en el
afio 2013, los cuales se preguntaron ¢,Qué eucariota podria estar sirviendo a
H. pylori de vehiculo y proteccion al medio ambiente?; fue entonces donde
hicieron la relacion entre dicha bacteria con levaduras orales; ya que como

se sabe, este Ultimo microorganismo se encuentra como comensal en la



superficie de la mucosa de la cavidad oral, intestinal y vaginal del ser
humano. Fue entonces que Siavoshi et al., aislaron levaduras de la cavidad
oral de pacientes dispépticos, donde pudieron amplificar mediante PCR
genes especificos de H. pylori (ARNr 16S, cagA, vacA y ureAB) y observaron
por microscopia optica células de H. pylori intracelulares dentro de las
vacuolas de las levaduras pertenecientes al género Candida, llegando a la
conclusion de que posiblemente H. pylori usaba a Candida como proteccion

en condiciones de estrés.

Candida albicans es la especie de levadura que habitualmente coloniza a
adultos y nifios sanos, asi como pacientes hospitalizados, siendo en primer
lugar la superficie de la mucosa oral y luego la superficie de la mucosa

vulvovaginal los sitios anatomicos colonizados por dicha levadura.

Haciendo mencion a la colonizacion de Candida en la vagina,
aproximadamente el 40% de las mujeres es portadora asintomatica de
Candida sp., el crecimiento de este microorganismo se mantiene controlado
por la respuesta inmune y por la presencia de otros microorganismos como
Lactobacillus sp., cuando el equilibrio de la microbiota vaginal se pierde y hay
una sobrepoblacion de Candida se produce una vulvovaginitis candidiasica
(VVC).

La VVC es un proceso muy comun en las mujeres adultas, con un pico
maximo de incidencia entre los 20 y 40 afios. Se calcula que a los 25 afios, el
50% de las mujeres habra tenido al menos un episodio de VVC y que entre
las mujeres premenopadusicas, el 75% habra sufrido al menos, un episodio
de VVC y el 45% dos episodios 0 mas. En la mayoria de casos de VVC, la
responsable es la especie Candida albicans, un microorganismo comensal

gue puede aislarse en la cavidad vaginal. También puede estar causada por



otras especies de Candida no-albicans pero estos hongos son menos

habituales.

Durante el embarazo la vagina es mas susceptible a cualquier infeccion. Las
tasas de colonizaciéon de la gestante por Candida sp., descritas en las
publicaciones son siempre superiores a las de la mujer no embarazada.
Segun una revision publicada recientemente de Cararach Tur y cols., en el
2013, hasta un 28% de gestantes puede mostrar Candida sp. en el flujo
vaginal. Como mecanismos patogenéticos se han descrito el incremento del
nivel estrogénico que da lugar a un aumento de contenido en glucégeno en
el medio vaginal, una mayor adhesividad de las células epiteliales vaginales
y una potenciacion de la formacién de micelios por la presencia de
receptores especificos para estrégenos en el citosol de las levaduras. De
esta manera, la reduccién de la inmunidad local facilita la colonizacién de la

vagina y la posterior infeccion.

La colonizacidbn de los RN por la especie Candida albicans ocurre
tempranamente y ésta se da por la adquisicion de las levaduras por
transmision vertical; es decir, al pasar el feto por el canal del parto y adquirir

las levaduras por ingestion oral.

Con los antecedentes antes mencionados, Siavoshi et al. en el afio 2013, se
cuestionaron si las levaduras de origen vaginal provenientes de mujeres
embarazadas también podrian contener H. pylori; para responder su
pregunta, analizaron 108 muestras vaginales de mujeres embarazadas, de
las cuales en 30 de ellas (27.8%) aislaron Candida sp., pudiendo detectar H.
pylori en 18/30 (60%) de ellas, ademas detectaron genes de H. pylori en 5/7
levaduras aisladas de la cavidad oral de recién nacidos de las madres en el
estudio, en donde hubo concordancia entre el genotipo de la especie de H.

pylori que se encontraba intracelularmente en Candida sp. y H. pylori



encontrado intracelularmente en los cultivos orales de Candida sp. de los
recién nacidos. Con estos resultados llegaron a la conclusién que otra via de
transmision de la infeccion por H. pylori a temprana edad podria ser por la
adquisicion de dicha bacteria intracelular en Candida sp. a través del canal

del parto, es decir por transmisién vertical.



2.- MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

Historia del género Helicobacter:

H. pylori es una bacteria Gram-negativa con forma espiralada, que mide de
2.5 - 5.5 micras de largo y de 0.5 - 1.0 micra de ancho, posee de cuatro a
ocho flagelos monopolares recubiertos por una estructura lipidica que
aparentemente protege a estos flagelos de la degradacion por el medio &cido
del estbmago. La presencia de los flagelos es esencial para la movilidad y

adhesion de esta bacteria al epitelio gastrico.

Las bacterias del género Helicobacter, son de crecimiento lento, cuyo
periodo de incubacion es de 4 a 8 dias a 37°C en una atmosfera

microaerofilica.

Al realizar pruebas enzimaticas a estas bacterias pueden ser clasificadas
como catalasa, oxidasa y ureasa positiva, enzimas que favorecen su

colonizacion. &4



Figura 1: Muestra la forma en espiral y los flagelos monopolares del género
Helicobacter. Imagen tomada de Lee A, Phillips et al. ¥

Las primeras observaciones de H. pylori se remontan a inicios del siglo XX,
donde un grupo de investigadores alemanes lograron observar bacterias en

forma de espiral colonizando la mucosa del estémago de perros y gatos. ©

En 1906, Krienitz en sus investigaciones encontré6 microorganismos espirales
en biopsias humanas provenientes de pacientes que padecian cancer
gastrico. Este hallazgo no causé impacto en ese momento, ya que al igual
que el anterior no fue posible realizar cultivos de la bacteria y fue hasta 1940
cuando Freedberg y Berron consiguen relacionar estos microorganismos con
Ulceras gastricas, habiendo observado este tipo de bacterias espiraladas en
un porcentaje de muestras provenientes de pacientes con patologias

gastricas. ©

Como no se habia podido aislar H. pylori, este tema era solamente una
hipétesis, la cual fue anulada en 1954, donde se realizé un estudio con
alrededor de 1.100 biopsias gastricas, donde en ninguna de ellas se observo
la presencia de bacterias en espiral, llegando a la conclusién errada que el



estdbmago era un organo estéril y que las bacterias observadas en los

estudios anteriores no eran mas que contaminacion.”)

Fue en el periodo comprendido entre 1979-1984 donde las observaciones de
Warren y Marshall (1983), permitieron a ellos y a otros investigadores encajar
todas las pistas encontradas en los estudios anteriores. Es asi como en 1981
se inicia un estudio en pacientes sometidos a endoscopia oral, donde se
demostré la presencia de bacterias Gram negativas al realizar la tincion de
Gram, pero no tuvieron éxito en la realizacion de cultivo para el aislamiento
de estos microorganismos. La visualizacion de estas bacterias no era
suficiente para asociarlas con enfermedades gastricas, ya que anteriormente

se decia que su aparicion era producto de contaminacion.

Estos investigadores se enfocaron en tratar de cultivar las bacterias
encontradas y asi determinar su asociacion con gastritis y/u otros sintomas

clinicos, por tanto iniciaron un cultivo consecutivo en 100 biopsias de antro.®

El cultivo de las muestras lo realizaron siguiendo las condiciones descritas
por Skirrow (1987) para el aislamiento de Campylobacter spp, con la
diferencia de que los cultivos permanecieron cinco dias en la incubadora en
lugar de 48 horas y fue de esta manera que pudieron aislar la bacteria, en

ese entonces denominada Campylobacter pylori.®

Estudios posteriores, de secuenciacion de la region 16S del RNA ribosémico
demostraron que la especie denominada Campylobacter pylori era distinta de
las especies de Campylobacter descritas hasta el momento,*® siendo en
1989 donde adopté la nueva denominacion de Helicobacter, pasando a

denominarse Helicobacter pylori.™



Patogenia

La infeccion por H. pylori se inicia cuando esta bacteria ingresa al organismo
humano, se adhiere e inicia la colonizacion en el epitelio gastrico, este tejido
responde a esta situacion mediante exfoliacion celular y cambios
regenerativos, tratando de eliminar la infeccion, también se puede observar
en este proceso la participacion de la respuesta inmune celular y humoral,
los productos bacterianos promueven la secrecion de mediadores
proinflamatorios y la secrecion de IL-8, la cual es un potente quimioatrayente
de neutrdfilos. En este proceso un pequefio porcentaje de individuos logra
neutralizar la infeccion pero otro gran nimero de la poblacion permanece
infectada por muchos afos, lo que provoca dafios y cambios en la morfologia

de las células del epitelio gastrico.*?¥

Debido a lo anteriormente sefialado, la infeccién por dicha bacteria se asocia
a enfermedades gastroduodenales como las que se describen a

continuacion:

Gastritis: Esta manifestacion clinica se desarrolla poco tiempo después de la
infeccion, en algunos casos puede ser asintomatica o verse acompafada por
sintomas caracteristicos de la gastritis aguda como dolor epigastrico,
nauseas y vomitos. En la mayoria de los casos el sistema inmune no logra
neutralizar la infeccién, lo que conlleva al desarrollo de una inflamacion
cronica, y esta manifestacion clinica de una gastritis aguda se transforma a
una gastritis cronica, evolucionando esta ultima hacia atrofia, afectando el

antro y extendiéndose hasta el cuerpo del estémago.®® 1° 19

Ulcera Péptica: La asociacion de la infeccion por H. pylori con esta patologia

estd totalmente aceptada, observandose dicha bacteria en el 95% de los



pacientes con ulcera duodenal y en el 70% de los pacientes con Ulcera
gastrica. > En esta patologia estan sobre todo presentes las cepas de H.
pylori cagA positivas, las cuales se conoce que son las mas virulentas, ya
qgue incrementan la exfoliacion de la superficie del epitelio y promueven la

degeneracion epitelial.*®

Linfoma Gastrico tipo MALT: Es un tipo de linfoma no Hodking de células

B, la asociacion de esta patologia con H. pylori se describié por primera vez
en 1991, y en la actualidad, existen varios estudios que apoyan dicha teoria
ya que han demostrado que, una vez erradicada la infeccién provocada por
la bacteria, existe una regresion del linfoma de bajo grado en, por lo menos,
el 77% de los pacientes con MALT gastrico. “9?Y Es por ese motivo que la
eliminacién de la infeccién por H. pylori se ha convertido en el tratamiento de

eleccion para los pacientes con MALT gastrico de bajo grado.®?

Cancer Gastrico: Es el cuarto tipo de cancer con mayor frecuencia mundial,

y es la segunda causa de muerte por cancer; se calcula que cada afio se
diagnostican 930.000 nuevos casos de esta patologia, “**® se considera que
la infeccién por H. pylori es un factor predisponente para el desarrollo de
cancer gastrico ya que como se menciond anteriormente, causa cambio
morfologico en el epitelio gastrico y una constante inflamacién en el mismo,
lo cual conlleva a una gastritis crénica, la cual en algunos casos, evoluciona
a gastritis atréfica progresando a metaplasia intestinal y finalmente
desarrollandose el adenocarcinoma.**%2% por |o antes expuesto, la Agencia
de Investigacion del Cancer en 1994, clasificé a este microorganismo como

carcinégeno grupo | para el ser humano. ¢
Recientes estudios han asociado a H. pylori con patologias extragastricas

como la anemia ferropénica, hiperémesis gravidica, restriccion del

crecimiento intrauterino, preeclampsia (Todas ellas patologias propias del
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embarazo),?® 2° 30 31 diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, y

sindrome metabdlico.®? %

Factores de virulencia mas importantes de H. pylori

A continuacion se mencionan los factores de virulencia mas importantes de
esta bacteria:

Ureasa: Esta enzima es de gran importancia para la adhesion, colonizacién
y metabolismo de H. pylori; se activa dependiendo de las condiciones del pH

del medio en que se encuentre dicho microorganismo 4%

y actla
hidrolizando la urea en amoniaco y acido carbonico. La presencia de estos
altimos compuestos aumenta el pH del medio gastrico, alcalinizandolo y con
ello permitiendo la colonizacién de H. pylori. ®® Como se menciond
anteriormente la presencia de esta enzima es fundamental; ya que se ha
observado que en cepas mutantes que no sintetizan la ureasa, las bacterias
son incapaces de colonizar.®® Ademas de proteger a la bacteria del medio
acido, se ha visto que la produccion de amonio puede causar dafio a las
células del epitelio gastrico, ©” favoreciendo también la formacién de gastritis

atréfica y con ello aumentando el desarrollo de cancer gastrico.

Morfologia y presencia de flagelos: Como se ha mencionado

anteriormente, esta bacteria posee flagelos y su morfologia en espiral le
permite movilizarse libremente a través de la capa mucoide del epitelio
gastrico, contrarrestando el peristaltismo gastrico y logrando la adhesion a la

superficie epitelial. & )

11



Adhesinas: El primer paso para que un microorganismo pueda causar
infeccion es que éste tenga la capacidad de adherirse para después
colonizar. H. pylori posee multiples tipos de adhesinas que le permiten
anclarse al epitelio gastrico, evitando que una sola clase de anticuerpos
pueda reconocer adhesinas especificas y de esta manera evitar la infeccion
en el hospedero. Las adhesinas mas importantes son las del tipo BabA
(blood antigen binding adhesion). Estas se unen a los antigenos de Lewis
encontrados en las células epiteliales gastricas. Se ha visto que este tipo de
union favorece la pérdida de células epiteliales y el desarrollo de gastritis
crénica ya que promueve la sintesis de auto-anticuerpos;“° ~*? otro tipo de
adhesina son las tipo OipA (outer membrane inflammatory protein), cuyo gen
que las codifica esta presente en todas las cepas, pero no todas la expresan.
Cuando esta adhesina esta presente promueve una sintesis mayor de IL-8,
pero hasta el momento se desconoce exactamente su aporte real a la
inflamacion ya que este tipo de adhesina estda mayormente presente en las

cepas cagA positivas.“*?

VacA (Proteina de Vacuolizacion): Esta es una proteina vacuolizante, que

se encuentra en todas las cepas de H. pylori. Induce un gradiente de pH
atrayendo sustancias alcalinas dentro de la célula gastrica, provocando que
capte agua por osmosis lo que genera, como su nombre lo indica, una
vacuolizacion celular y con ello muerte celular, favoreciendo a la degradacion
del epitelio gastrico. “* %) Esta proteina se ha visto mayormente asociada a
pacientes con Ulcera péptica y cancer gastrico.“®’ El gen que sintetiza esta
proteina esta formado por tres regiones, cada una de las cuales posee alelos
correspondientes. De esta manera se encuentra la region sefial (region S)
con sus alelos sla, slb, s2c y s2, y la region media que posee los alelos
mla, mlb, m2a y m2b, donde los alelos de la region sefal se combinan con
los alelos de la region media obteniéndose varios perfiles, conociéndose que

las cepas s1/ml1 son mas virulentas que las s2/m2, asignandose letras
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dependiendo los niveles de citotoxicidad asi s1>s1b>slc>s2 y m1>m2.“749)

Estudios recientes han demostrado que existe una tercera region
denominada intermedia (i) la cual consta de il e i2, siendo la primera mas
citotéxica y asociandose al perfil s1/m1.®? Esta proteina también es capaz
de promover la liberacién de citocromo C de las mitocondrias, provocando la
muerte celular programada (apoptosis) ya que promueve la permeabilizacién
de la membrana de la mitocondria; observandose este fenGmeno con mayor

frecuencia en los perfiles s1/m1 que en los s2/m2. ®>°Y

CagA (proteina citotéxica asociada al gen-A): Esta proteina es codificada

por el gen cagA, localizado en la isla de patogenicidad PAI ( esta isla
contiene 31 genes asociados), y es inyectada por el sistema de secrecion
tipo 1V, cabe mencionar que no esta presente en todas las cepas de H.
pylori, pero cuando se encuentra se relaciona con las patologias mas graves
asociadas a la infeccion por H. pylori como la gastritis crénica, Ulcera péptica
y cancer gastrico ya que se aisla en el 90% de los casos. ®*°% Esta proteina
al ser inyectada a la célula, promueve la reorganizacion del citoesqueleto de
las células del epitelio gastrico mediante la fosforilacién proteica,®® esta
proteina también es inductora de IL-8, que como se menciond anteriormente
promueve la llegada de neutrofilos al sitio de infeccion, promueve la
produccion de otras proteinas proinflamatorias como la IL-1, y el factor de

necrosis tumoral TNFa. ©®

Proteina DupA Codificada por el gen dupA (gen promotor de ulcera

duodenal): Este gen fue descrito en el afio 2005 por Lu et al., ®” los cuales
observaron que las cepas en las que se encontr este gen aumentaban el
riesgo de producir Ulcera duodenal, pero tenian un efecto protector para el
desarrollo de gastritis atréfica, metaplasia intestinal y cancer gastrico. La
proteina codificada por dupA hasta el momento no se ha purificado, pero se

asocia especificamente a una patologia ligada a la infeccion por esta
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bacteria, al parecer dupA promueve la secrecion de IL-8 en el antro lo que
conduce a una gastritis con predominio en el antro, caracteristica conocida

en la tlcera duodenal.®”

Epidemiologia

La infeccion por H. pylori esta ampliamente distribuida en el mundo, estudios
indican que la seroprevalencia de esta infeccion alcanza el 50% de la
poblaciéon mundial, porcentaje que varia de acuerdo al nivel socioeconémico
y demografico de cada pais, alcanzando un 60-80% en paises en vias de
desarrollo y de un 15-20% en paises desarrollados, cabe mencionar que la
adquisicién de la infeccién es con mayor frecuencia durante la infancia; ya
que, los nifios tienen un contacto mas cercano con otros nifios y con adultos
como los padres o abuelos,®® % variando la prevalencia en esta poblacién
en un 15 a un 35%, dependiendo como se menciond anteriormente a

condiciones socioecondmicas de cada pais.(eo* 61)

En el afio 2013 Porras C et al., realizaron un estudio en seis paises de
Latinoamérica, donde realizaron el diagnéstico de H. pylori en determinadas
regiones de estos paises (Honduras, Costa Rica, México, Colombia y
Nicaragua), mediante la prueba del aliento con urea, obteniendo resultados
que indican una alta prevalencia de la infeccién, demostrando los siguientes
porcentajes: Copan-Honduras un 82.6%, Guanacaste-Costa Rica de 76.4%,
Ledn-Nicaragua 83.3%, Tuqueres-Colombia 83.1%, en Tapachula-México
70.1% y en Obregén- México 84.7%,? cabe destacar que este estudio
revela que la prevalencia puede variar en las diferentes regiones, fenomeno
también demostrado por la Organizacién Mundial de Gastroenterologia en el
afio 2010. ©®Y
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En Chile la poblacion infantil, en un rango de edad de 3-9 afios, alcanza una
prevalencia del 36% y en adultos varia en un 70-90% de acuerdo a las

condiciones socioeconémicas de cada region. ¥

Existen dos patrones que determinan la variabilidad de la prevalencia de la
infeccion por H. pylori en los diferentes paises y también en las diferentes
regiones de un mismo pais, por un lado se observan la poblacién de los
paises 0 regiones de un mismo pais donde la mayor adquisicion de la
infeccion ocurre durante la infancia y la mayoria de las personas estan
infectadas al llegar a la adultez. Este patrén se observa principalmente en los
paises en vias de desarrollo, y por otro lado, se encuentra el patron que se
observa en los paises desarrollados, en el cuales la mayor parte de la
infecciones ocurre durante la edad adulta y solo un pequefio porcentaje de la

poblacién infantil ha adquirido la infeccién.®* ¢

Fuentes de transmisién

A pesar de que H. pylori esta siendo estudiado en detalle por su alta
prevalencia y las patologias que se le asocian, la manera en que esta
bacteria se disemina no esta totalmente clara. ®¥ En la actualidad se
considera la cavidad oral como una fuente importante de transmision, ya que
se han podido detectar genes de dicha bacteria en la placa dental y saliva.
(64-66) Estudios recientes han demostrado que existen fuentes de transmision
aparte del ser humano, Ahmad et al.,®® en el afio 2008, analizaron 200
muestras de agua de distintas fuentes, demostrando la presencia de H. pylori
en 14 de ellas por medio de PCR y confirmando 5 de estas muestras
mediante cultivo;®® por otro lado, recientes estudios han determinado la
presencia de este microorganismo en leche de vaca, camello, cabra, oveja y

bufalo.®” ® Ademas, se ha propuesto que esta infeccién puede ser una
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zoonosis ya que algunos investigadores han detectado genes de H. pylori en
animales tales como gato, cerdos, ovejas y vacas ©®* ®) pero hasta el
momento no existe ningun estudio que muestre la ocurrencia de transmision

desde animales al ser humano.

Vias de transmisién

Es aceptado que la transmision ocurre de persona a persona y que la
diseminacion intrafamiliar es la mas frecuente. ®* ™ Hasta el momento, las
vias de transmision mas aceptadas son oral-oral y la via fecal-oral, debido a
qgue el ser humano parece ser el reservorio natural de H. pylori, ya que ésta
tiene predileccion por adherirse a las células del epitelio gastrico y los jugos
gastricos pasan a través del intestino conteniendo células viables de dicha
bacteria y de esta manera llegan a encontrarse en las heces, pudiendo

llegar a infectar al ser humano por falta de medidas de higiene.

Actualmente se siguen planteando hipétesis acerca de la diseminacion de H.
pylori. Es asi como se ha planteado también, que puede ser una infeccion
de transmisién sexual, por contacto oral- genital o anal-oral,""* ™ pero hasta

el momento es tan solo una hipétesis mas.

A pesar de que H. pylori es un microorganismo exigente en cuanto a sus
requerimientos necesarios para su sobrevivencia, es capaz de encontrarse
en diferentes fuentes o reservorios, esto hace cuestionarse de que manera lo
hace, demostrandose que este microorganismo es capaz de formar

biopeliculas. ¥

Se definen las biopeliculas como una matriz de
polisacaridos, ADN extracelular, lipidos y proteinas, formada por el propio

microorganismo, la cual le permite adaptarse y sobrevivir en condiciones de
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estrés. (™ De esta manera estudios han demostrado que H. pylori puede
sobrevivir en fuentes de agua, pudiendo llegar de esta manera hasta el ser
humano.’®" Otra de las formas, en la que se ha encontrado este
microorganismo en el ambiente es en la forma cocoide, viable pero no
cultivable, estadio al cual pasa H. pylori cuando se encuentra en condiciones
de estrés,® la cual se considera que es un estado de dormancia de la
bacteria hasta que encuentre el ambiente adecuado para revertir su estado
cocoide. Esta hipétesis aun sigue estando en controversia, ya que adn no

hay evidencia de la transformacién de forma cocoide a espiral infecciosa.®"

Existen varios estudios en los que se demuestra que las bacterias pueden
sobrevivir en vacuolas de organismos eucariotas, como las amoebas de vida
libre, tal es el caso de, Enterobacter aerogenes, Aeromonas hydrophila,
Legionella pneumophila. Esta ultima, se ha observado que puede sobrevivir
dentro de vacuolas de Acanthamoeba castellanii, mediante la inhibicion de la
fusion del fago-lisosoma,®? observandose el mismo fenémeno en
Pseudomonas aeruginosa, que crecia intracelularmente en amoebas de
diferentes géneros aisladas de tuberias de un hospital.®? Este hecho llamé
la atencion de un grupo de investigadores en el afio 2013, los cuales se
preguntaron ¢Qué eucariota podria estar sirviendo a H. pylori de vehiculo y
proteccion al medio ambiente? Fue entonces donde hicieron la relacion entre
dicha bacteria con levaduras orales, ya que, como se sabe, este Ultimo
microorganismo se encuentra como comensal en la superficie de la mucosa
de la cavidad oral, intestinal y vaginal del ser humano. ® Fue entonces que
Siavoshi et al. (2013) ®* aislaron levaduras de la cavidad oral de pacientes
dispépticos, donde pudieron amplificar mediante PCR genes especificos de
H. pylori (ARNr 16S y cagA, vacA y ureAB) y observando por microscopia
optica H. pylori dentro de vacuolas de levaduras pertenecientes al género
Candida llegando a la conclusion de que, posiblemente, H. pylori usaba a

Candida como proteccién en condiciones de estrés;® # reproduciendo este
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estudio en levaduras de origen géstrico obteniendo los mismos resultados
anteriores, comprobando la presencia de la bacteria mediante
inmunodeteccién de proteinas especificas de H. pylori.®” Cabe mencionar
que el hallazgo de la deteccion de H. pylori intracelular en levaduras de
origen humano, dio pie a investigar H. pylori en levaduras aisladas de
alimento, lo cual dieron resultados que revelan que esta relacibn no solo
ocurre en el ser humano, ya que, lograron identificar la presencia de H. pylori
en especies de Candida aisladas de diferentes alimentos como yogurt,
cascara de banana, jugo de uva, pan tradicional y mermelada de
membrillo.®® Con los antecedentes mencionados, Siavoshi et al. (2013) &
se cuestionaron si las levaduras de origen vaginal provenientes de mujeres
embarazadas también podrian contener dicha bacteria, por lo que analizaron
108 muestras vaginales de mujeres embarazadas, de las cuales en 30 de
ellas (27.8%) aislaron Candida sp., pudiendo detectar H. pylori en 18/30
(60%) de ellas. Ademas detectaron genes de H. pylori en 5/7 levaduras
aisladas de la cavidad oral de recién nacidos de las madres en el estudio,
llegando a la conclusién que otra via de transmision de infeccién por H. pylori
a temprana edad podria ser, por la adquisicién de dicha bacteria intracelular
en Candida sp., a través del canal del parto, es decir por transmision

vertical.®®

Como se ha demostrado Candida sp. puede provenir de diferentes fuentes y
servir de reservorio para H. pylori,®*®") hecho que puede explicar la alta
diseminacién de la bacteria alrededor del mundo. Candida sp. es un hongo
unicelular, definido como comensal patégeno oportunista. Coloniza la
superficie de la mucosa de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y conducto
vaginal de mujeres sanas y cuando hay un desequilibrio por parte del
sistema inmune, desérdenes hormonales o uso de antibiéticos hay una
sobrepoblacion de dicho organismo causando infeccion,®*°® como

candidiasis oral, paroniquia,®® °?y la candidiasis vulvovaginal (VVC). ©?
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Haciendo mencion a la presencia de Candida en la vagina, aproximadamente
el 30% de las mujeres es portadora asintoméatica de Candida.®® El
crecimiento de este microorganismo se mantiene controlado por la respuesta
inmune y por la presencia de otros microorganismos como Lactobacillus sp.,
cuando el equilibrio de la microbiota vaginal se pierde y hay una
sobrepoblacién de Candida se produce una VVC.% %

En el embarazo el porcentaje de mujeres colonizadas por Candida aumenta
aproximadamente a un 46%. ©? E| embarazo se considera un factor de
riesgo importante para el desarrollo de VVC, ya que existe un incremento en
la secrecion de hormonas sexuales, principalmente la progesterona y el
estrogeno. En la actualidad se desconoce la manera exacta en la que estas
dos hormonas contribuyen a la colonizacion de Candida en el epitelio
vaginal,®® una de las propuestas es que el aumento de progesterona y
estrogeno, conducen al incremento de la capa de glucogeno vaginal, el cual
proporciona una excelente fuente nutricional para el crecimiento de
Candida.®®

La epidemiologia de la VVC no esta totalmente definida, ya que no es una
infeccion de reporte obligatorio. Se estima que el 75% de las mujeres sanas
tienen por lo menos un episodio de candidiasis en un momento de su vida y
un porcentaje del 5-8% puede sufrir de candidiasis vulvovaginal recurrente

que definido como tres o mas episodios de candidiasis vaginal por afio.®”

En Chile, en el periodo comprendido entre septiembre de 2009 y agosto de
2010, se realiz6 el diagnostico de vulvovaginitis micética en 230
adolescentes y jovenes entre 10 y 25 afios, diagnosticando VVC en el 43.9%
de ellas.®® Entre las especies aisladas en la vulvovaginitis se encuentran

segun el orden de frecuencia, C.albicans, C. glabrata, C. parapsilosis , C.
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krusei ©9

y muy rara vez Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), la
presencia de esta Ultima, es asociada principalmente con mujeres que
trabajan en panaderias o cervecerias, ‘° estimandose que la prevalencia es
de un 1% , aunque estudios recientes han demostrado que el porcentaje ha

aumentado a un 8%. %Y

Hasta el momento los desafios contra H. pylori se han enfocado en la
eliminacién de la infeccion mediante la creacion de regimenes terapéuticos
efectivos.®®*% Sin embargo, no se ha podido erradicar ni disminuir la
prevalencia de la infeccién por dicho microorganismo, ya que por una parte,
hay cepas que han creado mecanismos de resistencia a los antibiéticos que
se utilizan para tratar la infeccion @°* ¥y por otro lado las personas en las
que la farmacoterapia ha sido exitosa, no quedan protegidas contra la

reinfeccion. 105107

Sin duda, y como se ha mencionado anteriormente, las madres
probablemente juegan un rol muy importante en la transmision de la bacteria
a sus hijos e hijas. Asi hay estudios cientificos como el de Konno M. et al.,
(2008), que sefialan que si las madres son portadoras de H. pylori, los hijos e
hijas de estas mujeres infectados con la bacteria tienen la misma cepa de su
madre; por lo tanto la transmision vertical ha surgido como una probable via

de transmisién de la bacteria de madre a hijo e hija. *°®

Por otro lado se ha investigado el rol de la lactancia materna como forma de
transmision vertical pero los resultados han sido contradictorios. %9 En |a
revision sistematica de Chak et al. 9 (2009), no se logré determinar el rol
protector de la lactancia materna contra H. pylori. En el estudio de Appelmelk
et al. 1V (1994), informaron que la lactoferrina de la leche materna humana
fue capaz de unirse al lipopolisacarido de la bacteria e inactivarla. En el

estudio de Thomas et al. ™2 (1999) se determiné que los titulos de IgA
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especificas de H. pylori aumentan cuando se mantiene una lactancia
duradera, es decir mayor de 6 meses, retrasando la adquisicion de la

infeccion.

Lo anteriormente expuesto, determina, la importancia de seguir investigando
nuevas formas de disminuir la prevalencia de la infeccion por H. pylori.
Determinar si existe transmision vertical en forma intracelular por medio de
especies de levaduras que habitan cominmente en la mucosa vaginal de las
embarazadas, que podrian ademas estar protegiendo a H. pylori del medio
que le rodea y le sirva de vehiculo de transmision, significaria un gran
avance en la investigacion , ya que con este hallazgo, se podrian crear
nuevas medidas de prevencién y de esa manera aportar a la solucién de
disminuir los casos de infeccion por H. pylori y con ello las enfermedades
que se le asocian, previniendo o tratando la infeccién desde el momento del

nacimiento.
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3.- HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos presentados, se plantea

la siguiente hipétesis:

“Las levaduras de origen vaginal de mujeres embarazadas de término
son un vehiculo de transmision vertical para la adquisicion de

Helicobacter pylori por parte de sus recién nacidos”.
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4.- OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la transmision de H. pylori desde mujeres embarazadas a sus
recién nacidos a través de la transmision vertical por medio de levaduras de
origen vaginal.

Objetivos especificos:

1.- Identificar las especies de levaduras de origen bucal obtenidas de recién

nacidos de término.

2.- Detectar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen bucal en

recién nacidos de término.

3.- Genaotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen

bucal en recién nacidos de término.

4.- Detectar antigenos de H. pylori en meconio de recién nacidos de término.

5.- Genaotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras de origen

vaginal de las madres de los recién nacidos infectados con la bacteria.
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5.- MATERIAL Y METODO

Disefio metodolégico

Clasificacién: Estudio cuantitativo

Tipo de estudio: Observacional, descriptivo de temporalidad transversal.

Poblacion:

La constituyeron los RN de término, hijos de mujeres que controlaron su
embarazo en los siguientes Centros de Salud Familiar (CESFAM): “Dr. Victor
Manuel Fernandez”, “O’Higgins” y “Tucapel’, en los meses de agosto a

diciembre de 2015, en la ciudad de Concepcion, regién del Biobio, Chile.

Criterio de inclusion:

RN de término, hijos de mujeres que aceptaron participar en el estudio,
mediante la firma del consentimiento informado para la obtencion de las
muestras de sus hijos/hijas o la firma de este consentimiento por parte de los

tutores de los neonatos.
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Criterio de exclusion:

- RN que no fueron dados de alta junto a su madre y estén hospitalizados al

momento de la toma de la muestra.
- RN prematuros.

- RN sin consentimiento informado firmado por sus madres o tutor al

momento de la toma de la muestra.

Muestra:

La muestra estuvo constituida por todos los RN de aquellas mujeres que
llegaron a término en su embarazo y que cumplieron con los criterios de

inclusion.

El tamafio de la muestra fue calculado segun el nimero aproximado de
mujeres que controlaron su embarazo en los CESFAM antes mencionados y
sus respectivos hijos e hijas, estimandose que fueron atendidas 5 mujeres
embarazadas de término al mes por cada CESFAM, por un periodo de 5
meses; con un error maximo permitido del 5% y un nivel de confianza
deseado del 95%, con una prevalencia del 17%, entonces la muestra minima

requerida era de 56 recién nacidos.
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La muestra se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

2L PO
PG = d(N-1)

.-.J_‘_

Doénde:
n: Es la muestra
N: Es la poblacién

P: Es la proporcién de embarazadas con H. pylori intracelular en levaduras,

esta proporcion fue obtenida del estudio de Siavoshi et al. ©®

Q:1-P
d: Error permitido de 5%

z1-al/2 =1.96

Cabe seialar que al momento de tomarles la muestra, al total de 108 RN, 43
madres no quisieron seguir en el estudio, 2 madres se fueron a sus casas
antes del alta establecida y 4 RN quedaron hospitalizados, por lo que el total

de RN que finalmente participo en el estudio fue de 53 RN.

Ademas es importante mencionar que esta tesis es la continuacion del
trabajo realizado por la sefiorita Michelle Sanchez Alonso, Tecndloga
Médica, estudiante del Magister de Ciencias Biomédicas con Mencién en
Microbiologia Clinica de la Universidad de Talca, quien estudio a las mujeres

embarazadas, madres de los neonatos estudiados en esta tesis.
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Método

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del Servicio de Salud de
Concepcidn con el cédigo 15-06-22, cabe mencionar que esta tesis es parte
de un Proyecto de Iniciacion de la Universidad de Concepcion el cual lleva
como nombre “Determinacién de la Transmision de H. pylori a través de
levaduras de origen vaginal de mujeres embarazadas de término a sus

recién nacidos” (Anexo 1).

Presentacion y firma del consentimiento informado (Anexo 2).

Anélisis Estadistico:

Los datos obtenidos de las encuestas fueron ingresados a una base de datos

Excel y se analizaron mediante el programa estadistico SPSS version 19.0.

Las variables cualitativas se presentaran en frecuencia absoluta y relativa

porcentual.

Toma de muestra:

Antes de la toma de la muestra se les dio a conocer a todas las
embarazadas en qué consistia el estudio cientifico. Se les informé que se les
tomaria una muestra de heces y de hisopado oral a sus recién nacidos,
antes de que estos fueran dados de alta de la maternidad y se les explico la
manera en que se realizaria la toma de muestra a sus hijos e hijas,
dejandoles en claro que la participacion en el estudio era totalmente

voluntaria y que podian retirarse en cualquier etapa del mismo.
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La muestra de hisopado oral a los recién nacidos se tomé introduciendo un
hisopo en la boca y rotandolo en las mejillas, encias y debajo de la lengua,
para asi obtener una mayor cantidad de muestra. Luego, éstas se
trasladaron al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana de la Facultad de
Ciencias Biologicas, de la Universidad de Concepcion, en tubos con medio
Stuart (Deltalab, Espafia) en una caja hermética a temperatura ambiente

para su procesamiento.

Para la toma de muestra de heces se utilizaron frascos recolectores de boca
ancha, que contenian los apellidos del recién nacido, nombre de la madre y
dias de vida del nifio o nifia. Las muestras eran tomadas por la investigadora
principal del estudio, quién pasaba por las salas de puerperio recolectando
las muestras y trasladandolas al laboratorio de Patogenicidad Bacteriana en

una caja hermética con hielo para su posterior procesamiento.

Desarrollo del objetivo namero 1: Identificar las especies de levaduras
de origen bucal obtenidas de recién nacidos de término.

Para la realizacion de este objetivo se utilizaron las siguientes cepas control:
1.- Cepa de Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028

2.- Cepa de Candida glabrata (C. glabrata) ATCC 90030

Las cepas de C. albicans y C. glabrata se sembraron en Agar Sabouraud
Dextrosa, suplementado con Cloranfenicol (OXOID, Inglaterra), incubandose

a 37° C por 24 horas.

Cada muestra de hisopado oral de recién nacido se sembré en placas Petri

94X16 (Greiner Bio-one) que contenian 20 ml de Sabouraud Dextrosa Agar

28



(Difco, EEUU) preparado de acuerdo a las indicaciones del fabricante y
suplementado con cloranfenicol (OXOID, Inglaterra) de acuerdo a las
instrucciones del mismo, distribuyendo la muestra con hisopo en toda la
superficie de la placa, incubandose a 37° C por 24 horas. Una vez que se
observé crecimiento de levaduras, se comprob0 que era cultivo puro
mediante la realizacion de tincién de Gram a colonias al azar.

Para disminuir el riesgo de contaminacion, a cada cultivo primario, se le
realizé cuatro resiembras en placas que contenian el mismo medio de cultivo
que el cultivo primario, incubandose en las mismas condiciones, ademas se
realiz6 una tincion de Gram a cada resiembra para confirmar la pureza del

cultivo.

Figura 2: Cultivo primario de levaduras de origen bucal.
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Figura 3: Tincion de Gram de levaduras aisladas de muestras de hisopado
oral de RN.

CHROMagar Candida

Una vez aisladas las levaduras desde las muestras de hisopado oral de los
recién nacidos y sembradas en las placas Petri en Sabouraud Dextrosa Agar
(OXOID, Inglaterra), se tomo un inoculo de las colonias con un ASA curva y
se sembraron por estria en placas Petri 94x16 que contenian medio
CHROMagar Candida (Difco, EEUU) preparado de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, se incubaron a 37° C por 72 horas,
revisando las placas cada 24 horas para observar si existia crecimiento y

diferenciacion de Candidas a través de color.

Prueba del Tubo Germinal

Una vez que se observé crecimiento y ya que el CHROMagar solamente es
capaz de identificar C. albicans (colonias color verde), C. kefyr (colonias color
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rosa) y C. tropicalis (colonias color azul), segun la informacion ofrecida por el
fabricante, a las colonias que eran de color verde se les realizé la prueba de
Tubo Germinal, para diferenciar C. albicans o C. dubliniensis de Candida no
albicans. Para esto se agregd a un tubo de ensayo 500 pl de suero de
caballo (provisto en el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana de la
Universidad de Concepcién, Chile) y luego con un Asa curva se agreg6 una
colonia del cultivo, se incubo por 2 horas, a 37° C en aerobiosis. Luego con
una micropipeta se agregaron 30 ul de la suspension sobre un portaobjeto de
22.4X76.2 mm, se colocO sobre éste un cubreobjeto de 22x22 mm
observandose al microscopio con el objetivo de 10X y el de 40X.

Identificacion por Sistema API® Candida

Se realiz6 la confirmacién de las especies del género Candida mediante el
sistema de identificacién de levaduras API® Candida (BIOMERIEUX, Francia)
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Anexo 3). La lectura de las
baterias bioquimicas del sistema APl se leyeron de acuerdo a las
indicaciones descritas en el (Anexo 4), al leerse dicha bateria se obtiene un
perfil numérico, el cual para obtener la especie de la levadura se compara

con los perfiles que se encuentran en el (Anexo 5).

Desarrollo del objetivo 2: Detectar H. pylori intracelular provenientes de
levaduras de origen bucal de recién nacidos de término.

Deteccion por microscopia optica:

Para la realizacibn de este objetivo, se utilizO como control la cepa de
Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028.
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Se depositdé en un portaobjetos de 22.4X76.2 mm (Sail Brand, China) una
gota de suero fisioldgico al 0.9%, luego con un asa curva, se depositd un
indculo de una colonia al azar y se coloco sobre la muestra un cubreobjetos
de 22x22 mm (Sail Brand, China) y se observo en el microscopio con el
objetivo de 40X.

Deteccidn por inmunofluorescencia:

Este ensayo se realizo utilizando anticuerpos policlonales de conejo, IgG
anti- H. pylori marcados con FITC (Abcam, EEUU), cuya concentracion es de
5.000 mg/ml, observdndose a una longitud de onda de 528 nm. Se utilizé
como control negativo la cepa ATCC 90028 de C. albicans y como control
positivo la cepa ATCC 53504 de H. pylori.

Las muestras y controles se diluyeron en un tubo Eppendorf con 1 ml de PBS
1X, ajustandolo a una turbidez igual al patrén del tubo nimero 2 de la escala
de McFarland. En una placa de 96 pocillos se agregaron 200 pl de muestra
en su respectivo pocillo y se agregé 1 ul de anticuerpos anti-H. pylori
marcados con FITC, incubandose por una hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Terminado el tiempo de incubacion, se agreg6 en un cubreobjetos
10 pl de la muestra y se observé en el microscopio confocal espectral
LSM780 NLO, ZEISS que posee el Centro de Microscopia Avanzada (CMA)
de la Universidad de Concepcion, el objetivo utilizado fue Plan
Apochromatico 63X NA 1.4 mas zoom de hasta 2X.

Las imagenes fueron obtenidas con DIC (imagenes luz transmitida) y
fluorescencia con excitacion laser Ar488 nm e emision entre 490 - 560 nm
Las imagenes fluorescentes corresponden a un plano de 2 — 4 um de

espesor. El software de adquisicién utilizado fue el Zen 2012.
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Desarrollo del objetivo 3: Genotipificar H. pylori intracelular proveniente
de levaduras de origen bucal de recién nacidos de término.

Extracciéon de ADN

La extraccion ADN se realiz6 mediante kit UltraClean ® Microbial DNA
Isolation (M.O BIO, EEUU), realizando pequefias modificaciones al protocolo

recomendado por el fabricante:

. Se agregd a un tubo de coleccion de 2 ml (provisto en el kit) 1.5 ml de suero
fisiol6gico estéril, y se agrego a éste, con un asa en anillo todo el crecimiento
de las de colonias de levaduras en medio Sabouraud, se centrifugé a 13,400
rpm por 30 segundos a temperatura ambiente y se descart6 el sobrenadante
y se centrifugd nuevamente a 13,400 x g por 30 segundos y por ultimo se
retir6 completamente el sobrenadante con una pipeta; esto se realizd para

obtener el pellet de las levaduras.

. Se resuspendio el pellet con 300 ul de MicroBeads Solution y se mezclé en
vortex, luego se transfirié toda la mezcla a los MicroBeads Tube (provistos en
el kit). La MicroBeads Sotution tiene sales y un buffer el cual estabiliza y

dispersa homogéneamente las células para su posterior lisis.

. Se agreg6 50 pl de solucion MD1 a los MicroBeads Tube. La solucion MD1
contiene SDS y otros agentes requeridos para la lisis celular. EI SDS, es un
detergente anionico que rompe los acidos grasos asociados a la membrana

celular de varios organismos.
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. Se colocaron los tubos horizontalmente en el vortex y se mezclaron a
velocidad méxima por 10 minutos; en este paso se combina la lisis mecénica
y la lisis quimica.

. Una vez terminado el tiempo de mezcla en el vortex, se centrifugaron a
13,400 rpm por 30 segundos, al centrifugar los restos de las células se
quedan en el fondo del tubo, mientras que el ADN permanece en el

sobrenadante.

. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo 2 ml provisto en el kit, y se agregaron
100 plI de soluciébn MD2 al sobrenadante, cada tubo se mezcl6 en vértex por
5 segundos, Yy luego se incubaron a 4°C por 5 minutos, una vez terminado el
tiempo de incubacion, se centrifugé a 13,400 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente; la solucion MD2 contiene un reactivo para precipitar material
inorganico u organico como los restos de las células lisadas y las proteinas,
es importante la eliminacion de estos ya que pueden reducir la pureza del
ADN.

. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de 2 ml provisto en el kit y se
agregaron 900 pl de solucibn MD3 y se mezclé en vortex por 5 segundos,
luego se transfirieron 700 ul de ésta a la Spin Filter, la solucion MD3 tiene
una alta concentracion de sal que permite que la hebra de ADN gire y se una
al filtro de membrana de silica, se centrifugd a 13,400 rpm por 30 segundos a
temperatura ambiente, se descartd el filtrado y se agreg6 el resto de la
solucion con MD3, centrifugando nuevamente a 13,400 rpm por 30 segundos

a temperatura ambiente, se descarto el filtrado.

. Se agrego a la Spin Filter 300 pl de solucion MD4 y se centrifugo a 13,400
rom por 30 segundos, y se descartd el filtrado; la solucibn MD4 es una
solucion de lavado a base de etanol, utilizado para eliminar cualquier residuo

de sal u otro contaminante del ADN que esta unido al filtro de membrana de
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silica, ademas permite que este permanezca adherido a la membrana. Luego
se centrifugd a 13,400 rpm por 1 minuto para eliminar cualquier residuo de
solucion MDA4.

9. Luego se transfirié la membrana a un tubo nuevo de 2 ml (provisto en el kit) y
se agregaron 50 pl de solucién MD5 en el centro de la membrana, y se
centrifug6 a 13,400 rpm por 30 segundos, la solucién MD5 es Tris al 10 mM
con pH 8 y no contiene ningun tipo de sal, se utiliza para liberar el ADN de la
membrana, el ADN es liberado porque solo se une a la membrana en

presencia de sal.

10.Luego se descarté la Spin Filter y se almacend a — 20° C hasta la realizacion
del PCR.

Cuantificacion de ADN

La concentracion del ADN fue determinada mediante el espectrofotometro
(TECAN, suiza), se utiliz6 como blanco la solucion MD5. Las concentraciones
de las muestras variaron en un rango entre 4.85- 31.7 ng/ul. La calidad del
ADN fue determinada segun las relaciones entre las absorbancias de la
muestra a 260 nm, 280 nm. Las muestras utilizadas mantuvieron relaciones
260/280 sobre 1.8.

Amplificacion de genes

La amplificacion de los genes ARNr 16S, cagA, dupA, vacAsla, vacAslb,
vacAs2, vacAml, vacAm2, se realizd utilizando el kit SapphireAmp® Fast
PCR Master Mix (TAKARA BIO INC, Japon), realizando modificaciones
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recomendadas por el fabricante; para cada muestra se utiliz6 12.5 ul de
Master Mix, 1 ul de Forward Primer, 1 pl de Reverse Primer, 2 ul de ADN de
la muestra asi como de los controles, y 8.5 pl de agua grado PCR, para
obtener un total de 25 pl mezcla para la PCR. Las condiciones de la PCR

fueron:

. Temperatura de desnaturalizacion inicial 94°C/1 minuto.
b. Temperatura de desnaturalizacién 98°C/ 5 segundos

. Temperatura de hibridacion dependio de la requerida por los partidores, los

cuales se detallan en la tabla 1, por un tiempo de 5 segundos

. Extension 72°C/ 40 segundos.

Se realizaron 30 ciclos para cada reacciéon PCR, utilizando el termociclador
(Eppendorf, EEUU).

Tabla 1 Partidores utilizados en la deteccién y genotipificacion de H.
pylori intracelular en levaduras

Gen Region | Secuencia Tm | pb Referencia
°C (amplicon)

ARNr F- 5°CTC GAG AGA CTAAGC CCTCC 3’ 53 110 Proyecto Fondef

16S R- 5’ATT ACT GAC GCT GAT GTG C 3’ D03i1105

cagA F- 5’GAT AACAGGCAAGCTTTTGAGG 3 55 349 Shimoyama T et
R-5'CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG A3’ al. 1998!1¥

dupA F- 5"ACAAGG ACG ATT GAG CGATGG 3" |61 515 Proyecto Fondef
R-5TGG CTAGTT TGA GGT CTT AGG 3 D03i1105

vacA |sla F- 5> GTCAGC AT CACACCGCAA 3’ 55 | 190 Atherton JC et
R- 5’ CTGCTTGAATGCGCCAAA C 3’ al., 199564

vacA |slb F- 5> AGCGCCATACCGCAA GAG 3’ 55 | 187 Atherton JC et
R- 5> CTGCTTGAATGCGCCAAA C 3’ al., 1995¢%

vacA | s2 F- 5> GCTAACACGCCAAAT GAT CC 3’ 55 | 199 Atherton JC et
R- 5°CTG CTTGAATGCGCCAAA C 3’ al., 199544

vacA | ml F- 5> GGTCAAAATGCGGTCATG G 3’ 50 | 290 Atherton JC et
R- 5" CCA TTG GTA CCT GTA GAA AC 3’ al., 199564

vacA | m2 F- 5> GGAGCCCCAGGAAACATT G 3’ 55 | 352 Atherton JC et
R- 5’ CAT AAC TAG CGCCTTGCA C 3’ al., 199544
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Electroforesis en Gel de Agarosa

Una vez amplificados los genes, se realizd la electroforesis en geles de
agarosa (Lonza, EEUU) al 2 %. El gel se prepar6é agregando 1.6 g de
agarosa para 80 ml de TAE 1X (80 ml es la capacidad de la base de la
camara electroforética que se utilizé para realizar la corrida del gel); una vez
fundida la agarosa se agregaron 2 pl de REDGEL (Biotium,EEUU), la
agarosa con REDGEL se agreg6 a la base de la cAmara y una vez que
solidifico, se agrego en el primer pocillo 1 pl de marcador de corrida de 100
pb (MAESTROGEN, EEUU) rango 100 pb a 3,000 pb se agregaron 10 pl de
los productos amplificados en los pocillo, y el gel se corrié a 70 voltios por 2
horas. Al terminar el gel se visualizé en bajo luz ultravioleta, utilizando el

transiluminador.

Objetivo 4: Detectar antigenos de H. pylori en meconio de recién
nacidos de término.

La deteccién del antigeno en heces, en este caso meconio de recién nacidos
se realiz6 utilizando en kit Premier Platinum HpSA® Plus (Meridian
Bioscience Europe, Italia) siguiendo las recomendaciones del fabricante
Anexo (6), la reaccion se leyo en el espectrofotometro (TECAN, Suiza); los

controles utilizados en este ensayo fueron los provistos por el kit.
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Objetivo 5: Genotipificar H. pylori intracelular proveniente de levaduras
de origen vaginal de las madres de los recién nacidos infectados con la
bacteria.

La muestra de flujo vaginal se tomd introduciendo un hisopo en el fondo del
saco posterior del cuello del Gtero y con movimientos rotatorios se extrajo
mayor cantidad de muestra posible y estas se trasladaron al laboratorio de
Patogenicidad Bacteriana, en tubos con medio Stuart (Deltalab, Espafia) en

una caja hermética a temperatura ambiente para su procesamiento.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron las siguientes cepas control:

1.- Cepa de H. pylori ATCC J99, aislada de un paciente con ulcera duodenal.
2.- Cepa de H. pylori ATCC 43504 aislada de antro gastrico humano de un

paciente con cancer gastrico.

Cada cepa de H. pylori se utiliz6 como control positivo de acuerdo al gen
buscado.

A continuacion se muestra la tabla en la cual se observan los genes positivos
para cada cepa, éstas se sembraron en Agar Columbia (OXOID, Inglaterra),
suplementado con Dent (OXOID, Inglaterra) de acuerdo a las condiciones
recomendadas por el fabricante, y sangre de caballo al 5%, incubandose a
37° C en microaerofilica (10% CO,) por 5-8 dias.
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Tabla 2 Tabla de genes positivos en el genoma de cepas de referencia

de H. pylori.
Cepa/gen cagA dupA vacAsla vacAslb vacAs2 vacAml | vacAm?2
ATCC 43504 + - + - - + -
ATCC J99 + + + + + + +

Luego se procedié a realizar lo mismo detallado en el objetivo niumero 3,
pero en este caso, las muestras eran de flujo vaginal de las madres de los
recién nacidos, aclarando que este parte de la investigacion fue trabajada en
conjunto con la seforita Michelle Sanchez Alonso, pues es parte de la

investigacion desarrollada para su tesis.
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6.- RESULTADOS

Identificacién de levaduras de cultivos orales provenientes de recién
nacidos de término.

Fuente: elaboracion propia

Figura 4: Identificacion de levaduras de cultivos orales provenientes de
recién nacidos de término. En la imagen (A) se observan levaduras aisladas
en Agar Sabouraud Dextrosa, en la imagen (B) se observa la ldentificacion
fenotipica de levaduras en CHROMagar. Segun el fabricante, las colonias
que tienen pigmento verde, son levaduras C. albicans y las colonias de color
morado deben confirmarse ya que podria ser cualquier Candida no albicans,
En la imagen (C) se observa la identificacion en CHROMagar de las cepas
ATCC de C. albicans y C. glabrata, en la imagen (D) se observa la Prueba
del tubo germinal, realizada para confirmar las levaduras de la especie C.
albicans y en la imagen (E) se observa la Identificacion de levaduras
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mediante sistema API Candida, la imagen muestra el resultado del control el
cual fue la cepa ATCC 90028 perteneciente a C. albicans.

Patrones de lectura de las especies de levaduras de origen bucal
provenientes de los recién nacidos de término

Fuente: elaboracién propia

Figura 5: Patrones de lectura de las especies de levaduras de origen bucal
provenientes de neonatos de término, a partir del sistema de identificacion API
Candida.
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Tabla 3: Identificacion de especies de levaduras aisladas de cultivos orales
de recién nacidos de término

nacidos de término

100

Fuente: elaboracion propia

Como se observa en la tabla N° 3, el total de muestras de cultivos orales de
recién nacidos fueron 53, de las cuales la mayoria de las muestras 92,4 %
(n=49) resultaron negativas para levaduras y de las muestras positivas las
especies fueron en igual porcentaje para C. albicans 3,8% (n=2) y para 3,8%
(n=2) % C. glabrata.
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Identificacién de inclusiones de levaduras de origen bucal de recién
nacidos de término.

Fuente: elaboracion propia

Figura 6: Examen en fresco de las muestras de los cultivos obtenidos a partir
de muestra bucal de recién nacidos de término. En la imagen (A) se observa
el examen en fresco de la cepa ATCC 90028 usada como control negativo.
En la imagen (B) se pueden observar levaduras aisladas de las muestras de
hisopado oral de los recién nacidos, apreciandose pequefias inclusiones
dentro de las vacuolas de dichos microorganismos. Las muestras se

observan en un aumento de 400 veces.

43



Identificacidn de H. pylori intracelulares en levaduras de origen bucal de
recién nacidos de término mediante Inmunofluorescencia.

Fuente: elaboracion propia

Figura 7: Ensayo de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
policlonales anti-H. pylori marcados con FITC, en la figura (A) se
observa la cepa ATCC de C. albicans utilizada como control negativo,
vista con DIC, la figura (B) muestra el control negativo, donde no se
observa fluorescencia. En la figura (C) se muestra la cepa J99 de H.
pylori utilizada como control positivo y en la figura (D) se muestra la
presencia de H. pylori intracelular en las levaduras aisladas de cavidad
oral de neonatos de término.
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Tabla 4: Deteccion de H. pylori intracelular en levaduras de origen bucal de
recién nacidos de término.

Fuente: elaboracion propia

Como se observa en la tabla N°4, se logré detectar H. pylori intracelular solo
de una muestra de cultivo oral, correspondiente a la especie de levadura C.
glabrata que corresponde a 1,9% (n=1). Deteccién confirmada por

inmunofluorescencia.
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Deteccion molecular de H. pylori

Amplificacion del ARNr 16S
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Fuente: elaboracion propia

Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacién de
amplificacion de ARNr 16S de H. pylori en ADN extraido de levaduras aisladas de
hisopado oral, con un tamafio esperado de 110 pb. Donde el carrii M es el
marcador de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb) el carril C+
(control positivo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC 43504, el
carril C- (control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC
90028 vy el carril B que corresponde al blanco, los carriles 1-4 es el ADN de las

muestras recién nacidos de término.
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Amplificacién del gen cagA
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Fuente: elaboracion propia

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacién de amplificacién
del gen cagA de H. pylori en ADN extraido de levaduras aisladas de hisopado oral, con
un tamafo esperado de 349 pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de
100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-8 son las muestras obtenidas recién
nacidos de término en término, el carril C+ (control positivo) utilizando como control
ADN extraido de la cepa ATCC 43504, el carril C- (control negativo) utilizando como

control ADN extraido de la cepa ATCC 90028 y el carril B que corresponde al blanco.
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Amplificacion del gen dupA

600pb
500pb

P
300pb
200pb
100pb

Fuente: elaboracion propia

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion del gen dupA de H. pylori en ADN extraido de levaduras
aisladas de hisopado oral, con un tamafo esperado de 515 pb. Donde el
carrii M es el marcador de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a
3,000 pb), los carriles 1-6 son las muestras obtenidas de recién nacidos de
término, el carril C+ (control positivo) utilizando como control ADN extraido
de la cepa ATCC 43504, el carril C- (control negativo) y el carril B que
corresponde al blanco. Se puede observar que no hubo amplificacion del gel

en ninguna de las muestras.
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Amplificacion del gen vacAsla
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Fuente: elaboracion propia

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion de la region s1b del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN
extraido de levaduras aisladas de muestra de hisopado oral término, con un
tamafio de amplicon esperado de 187 pb, donde el carril M es el marcador
de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-6
son las muestras de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo)
utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC J99, el carril C-
(control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC
90028 vy el carril B que corresponde al blanco. No se observd amplificacion

del alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras.
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Amplificacion del gen vacAslb
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Fuente: elaboracion propia

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion de la region s1b del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN
extraido de levaduras aisladas de muestra de hisopado oral término, con un
tamafio de amplicén esperado de 187 pb, donde el carril M es el marcador
de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000pb), los carriles 1-6
son las muestras de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo)
utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC J99, el carril C-
(control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC
90028 vy el carril B que corresponde al blanco. No se observd amplificacion

del alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras.
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Amplificacion del gen vacAs2
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Fuente: elaboracion propia

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion de la region s2 del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN
extraido de muestras de hisopado oral de recién nacidos de término, con un
tamafio de amplicén esperado de 199 pb, donde el carril M es el marcador
de peso molecular de 100 pb (rango de 100 pb a 3,000 pb), los carriles 1-6
son las muestras obtenidas de recién nacidos de término, el carril C+
(control positivo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC J99,
el carril C- (control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa
ATCC 90028 y el carril B que corresponde al blanco. Se puede observar que
no amplificé ninguna muestra para este gen. No se observo amplificacion del

alelo s1b del gen vacA en ninguna de las muestras.
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Amplificacion del gen vacAm1
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Fuente: elaboracion propia

Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion de la region ml del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN
extraido de levaduras de hisopado oral, con un tamafio esperado un
amplicon de 290pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de
100pb (rango de 100pb a 3,000pb), los carriles 1-6 son las muestras
obtenidas de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo)
utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC 43504, el carril C-
(control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC

90028 y el carril B que corresponde al blanco.
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Amplificacion del gen vacAm2
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Fuente: elaboracion propia

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinacion de
amplificacion de la region m2 del gen vacA perteneciente a H. pylori en ADN
extraido de levaduras aisladas de hisopado oral, con un tamafio esperado un
amplicén de 352pb, donde el carril M es el marcador de peso molecular de
100pb (rango de 100pb a 3,000pb), los carriles 1-6 son las muestras
obtenidas de recién nacidos de término, el carril C+ (control positivo)
utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC J99, el carril C-
(control negativo) utilizando como control ADN extraido de la cepa ATCC

90028 y el carril B que corresponde al blanco.
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Tabla 5 Genotipificacién de la cepa de H. pylori en base a los genes de
virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR.

Muestra

ARNr 16S jcagA [ dupA J| vacAsla | vacAslb JvacAs2 jvacAm1l }jj vacAm2 Genotipo
positiva

para H.

pylori en

RN

Fuente: elaboracion propia

Como se observa en la tabla N°5, el genotipo de H. pylori encontrada
intracelularmente en la especie C.glabrata en el cultivo oral del recién nacido,
en base a los genes de virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-, dupA-

,vacAsla+, mediante PCR.
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Kit Premier Platinum HpSA® Plus (Meridian Bioscience Europe, Italia)

el P e P D P D% ' B AW T e .

Cr C-ghamdandadaiemfesl 8 9 10
Fuente: elaboracion propla

Figura 16: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) para la
deteccion de antigeno de H. pylori en meconio de recién nacido de término,
el pocillo color amarillo corresponde al control positivo, el control negativo se
observa transparente y los pocillos del 1-10 corresponden a las muestras de
meconio de recién nacidos. Los controles utilizados en la técnica

corresponden a los ofrecidos por el fabricante del kit.
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Tabla 6: Identificacion de recién nacidos infectados con H. pylori intracelular
en levaduras y en meconio a través de antigenos en estas heces

| |

Antigeno de H. pylori

I R || I—

— | — S—

Fuente: elaboracion propia

Como se observa en la tabla N° 6, el nUmero de recién nacidos infectados
con H. pylori intracelular en la especie C. glabrata corresponde al 1,9% (n=1)
neonato, mientras que no hubo ninguna muestra positiva para antigeno de la
bacteria en meconio.
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Tabla 7: Relacidon entre especies de levaduras encontradas en los cultivos
orales de los recién nacidos y tipo de parto.

Tipo de parto

| E@ —

Fuente: elaboracion propia

Como puede observarse en la tabla N° 7, no hubo ningan cultivo positivo
para Candida albicans en los neonatos que nacieron a traves de via cesarea
y solo dos cultivos positivos en los neonatos que nacieron via parto vaginal.
En el caso de cultivo positivo para Candida glabrata hubo un cultivo positivo
para un neonato que nacié via vaginal y otro cultivo positivo para otro
neonato nacido via ceséarea.

Esto nos sugiere que puede haber mayor transmision de levaduras desde la
madre al neonato a través del paso del feto por el canal del parto y no asi en

los neonatos que nacen por via alta.
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Tabla 8 Genotipificacion de cepas de H. pylori en base a los genes de
virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR, de la madre del
recién nacido positivo para H. pylori.

Muestra
ARNr 165
positivas para
H.pylori | cagA | dupA | vacAsla | vacAslb | vacAs2 |vacAm1 |vacAm2 Genotipo
OH5 - - i - - - - cagA-,dupA-,vacAsla
OH7 + - + - - + - cagA+,dupA-,vacAsla
OH11 - - + - - - - capgA+,dupA-,vacAsla
0OH22 + - + - + cagA+,dupA-vacAsla/ml
T2 + - 4 - - + cagA+,dupA-,vacAsla/m1
T3 + - + - - + cagA+,dupA-,vacAsla/mi
T4 + - + - - + cagA+,dupA-vacAsla/ml
7 + - - - + cagA+,dupA-,vacAm1
T9 + . + a . = cagh+,dupA-,vacAsla
Ti1 - - + - - - - cagA-,dupA-,vacAsla
T13 + - + - - + - cagA+,dupA-,vacAsla/ml
VMF1 + - + - - - - cagA+,dupA-,vacAsla
VMF4 + - - - - - - cagh+,dupA-,vacA-
VMF16 + - + - - - - caghA+,dupA-,vacA-sia
VMF18 - - + - - - - cagA-, dupA-,vacAsla
VMF32 - - + - - - - cagA-,dupA-,vacAsla
VMF42 + - + L = + - cagA+,dupA-,vacAsla/mi
VMF43 - - 4 - 3 - - cagA-,dupA-,vacAsla
VMF47 + - + - - + - cagA+,dupA- vacAsla/ml
VMF54 - - + - - - - cagA-,dupA-,vacAsla
VMF57 - - + - - - - cagA-,dupA-,vacAsla

Fuente: elaboracion propia

Como se observa en la tabla N°8, el genotipo de la cepa H. pylori
encontrada intracelularmente en la especie C.glabrata de la muestra
identificada como VMF53 (subrayada en rojo) obtenida de flujo vaginal de la
madre del recién nacido positivo, cuando esta estaba embarazada de
término, en base a los genes de virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-,
dupA-, vacAs1A+, mediante el método de PCR.
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7.- DISCUSION

Hasta el momento las vias de transmision mas aceptadas de H. pylori son
oral-oral y la via fecal-oral, pudiendo llegar a infectar al ser humano por falta

de medidas de higiene. ™ Sin embargo se establece que la infeccién por H.

pylori ocurre a temprana edad en los paises en desarrollo, presentando las
més altas tasas de infeccién antes de los 10 afios de edad ¥, lo que hace
aconsejable que las estrategias de prevencion, diagndstico y tratamiento de
la infeccién estén dirigidas a los nifios ¥, sin tener certeza adn si los RN
pudieran en el momento del parto adquirir la infeccion desde sus madres; es
decir a través de transmision vertical.

En este estudio se determiné que si existio transmision vertical de H. pylori a
través del andlisis de muestras de hisopado oral, muestras de meconio de
RN(s) y muestras de flujo vaginal de las madres de estos neonatos cuando
estaban en el término de su embarazo; a través de una relacion
endosimbiotica de H. pylori con Candida sp. Estudio semejante al realizado
por Siavoshi et al., (2005) ©°

Segun una revision bibliografica publicada recientemente por Cararach Tur y
cols. (2013), hasta un 28% de las gestantes puede mostrar Candida sp., en
el flujo vaginal. ™" Entre el 75-90% de las VVC son producidas por C.
albicans. El resto de levaduras son las llamadas especies no-albicans, entre
las que destaca Candida glabrata *®. Este dato esta en concordancia con
los resultados de este estudio; ya que, las especies de levaduras encontrada
en la muestra de flujo vaginal de las madres de los recién nacidos cuando
estas estaban en el tercer trimestre de embarazo fueron C. albicans y C.
glabrata, (en primer y segundo orden respetivamente), especies que
también se encontraron en las muestra de hisopado oral de los recién

nacidos.
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Este hecho supone que en el momento del parto, los recién nacidos se
colonizan con las levaduras presentes en el flujo vaginal de la parturienta; sin
embargo hay estudios que explican que la colonizacion de los neonatos
también puede ocurrir por fuentes no vaginales. ® Pero en el caso de este
estudio las muestras de hisopado oral se tomaron antes del alta de la
maternidad; o sea antes de los tres dias de vida, lo que disminuye las

posibilidades de colonizaciéon por otra fuente no vaginal.

El tipo de parto también es otro factor que juega un papel importante en la
transmision vertical de levaduras. En este estudio hubo dos neonatos que
demostraron tener cultivo positivo para C. albicans en las muestras de
hisopado oral que nacieron a través de parto vaginal y dos neonatos que
demostraron tener cultivo positivo para C. glabrata, uno que nacié por
cesérea y otro que nacié por via vaginal, quien era el neonato positivo para
H. pylori de forma intracelular en C. glabrata. Resultados semejantes a los
encontrados en el estudio de Siavoshi et al.,(2005)®% Esto podria sugerir una
relacion, ya que la transmision vertical ocurre principalmente en aquellos

RN(s) que nacen por via vaginal.

Dentro de las limitantes de este estudio se sefalan que 43 embarazadas con
consentimiento informado firmado al momento de tomarles las muestras a
sus recién nacidos, no quisieron continuar en el estudio, aludiendo que no
querian someter a su hijo/hija a los procedimientos para la adquisicién de las
muestras, a pesar de la inocuidad de éstas. Por otro lado, dos madres se
fueron antes del alta establecida y cuatro neonatos quedaron hospitalizados,
por lo que finalmente fueron 53 RN(S) los que participaron en el estudio de
los 102 de la muestra reclutada al principio.

En este estudio solo uno de los 53 RN(s) resulto positivo para H. pylori

intracelularmente en la vacuola de la C. glabrata; este hecho se podria
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explicar por qué las muestras de hisopado oral fueron tomadas en los RN(S)
antes de ser dados de alta, es decir, a los dos dias en el caso de nacimiento
por parto vaginal y a los tres dias de vida en el caso de nacimiento por
cesarea; entonces se podria pensar que las levaduras aian no se
encontrarian colonizando toda la boca de los RN(s), dificultando la obtencion
adecuada de la muestra. Por otro lado, los métodos que se utilizaron para
realizar la identificacion de las levaduras fueron escasos; esto se debio a
gue en general estos métodos son engorrosos, caros y dependen de la
habilidad del operador, como se menciona en el estudio de Cararach Tur y
cols. (2013)™", donde determinaron la asociacién de las levaduras
encontradas en la vagina de embarazadas en el tercer trimestre y las
encontradas en muestras de hisopado oral de RN, argumentando que habian
técnicas microbiologicas que detectaban C. albicans como CHROMagar
Candida, pero al usar PCR en tiempo real aparecian otras levaduras no

detectadas con la técnica anterior.

El diagnostico de la infeccidn por H. pylori ha probado ser més dificil en nifios
gue en adultos. Estudios cientificos como los liderados por el O’'Ryan et al.,
(2013) ™® han descrito la existencia de pocos estudios que validan la
efectividad de los distintos métodos no invasivos para establecer el
diagnéstico de la infeccién en nifios. Por lo tanto, es necesaria la blusqueda
de métodos diagndsticos no invasivos que sean indoloros, seguros, de bajo
costo y de facil uso en poblacion pediatrica, tanto con fines epidemiologicos
como clinicos. De este modo, uno de los objetivos de este estudio fue
detectar antigenos de H. pylori en meconio (HpSA) de RN de término. Este
método, comparado con la busqueda de antigenos de H. pylori por serologia,
no es invasivo, corresponde a una toma de muestra indolora, facil de obtener
y con un buen rendimiento (sensibilidad 94% y especificidad 97%).

En este estudio ninguno de los 53 RN resulté positivo en la basqueda de

antigenos de H. pylori en meconio, lo cual se correlaciona con lo descrito en
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el estudio chileno de O’Ryan et al., (2013) *'® en el cual solo una de 102
muestras de deposicion tomada a los 3 meses de vida resultd positiva. En
dicho estudio se evalu6 la infecciobn por H. pylori de forma persistente o
transitoria, en una cohorte de nifios con seguimiento hasta los 5 afios de
vida, ademas de evaluar la dindmica de infeccidbn en ese grupo etario. El
hecho de no encontrar RN detectados en nuestro grupo puede deberse al
tiempo en que se tomo la muestra, que era a los tres dias de nacido y a la

poca cantidad de muestra recolectada.

Si bien la infeccion por H. pylori se adquiere tempranamente en la infancia,
existe escasa informacion acerca del rol de la lactancia materna y la
adquisicion de la bacteria en la etapa neonatal/lactante. En nuestro estudio
todos los RN tuvieron apego precoz y lactancia materna exclusiva hasta el
momento del alta de la maternidad.

Se realiz6 la genotipificacion de la cepa de H. pylori en base a los genes de
virulencia cagA, dupA y vacA, mediante el método de PCR, tanto para la
madre como para el RN, obteniendo perfiles genéticos concordante entre
ambas cepas; por lo tanto, se sospecha que hubo transmisién vertical de H.
pylori ya que C. glabrata, la levadura encontrada tanto en la madre como en
el RN eran fenotipicamente iguales, ademas el perfil genotipico de ambas
cepas H. pylori, encontradas intracelularmente en C. glabrata eran
concordantes. Sin embargo, es necesario secuenciar el genoma completo de
ambos cepas H. pylori encontrados para afirmar que hubo transmisién

vertical.

Conocer si existe transmision vertical desde el momento del nacimiento, con
una muestra mas amplia, incluyendo otras técnicas diagnésticas, y teniendo
en cuenta las limitantes de este estudio, seria la meta para un proximo

estudio.
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8.- CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

H. pylori fue detectado intracelularmente en las vacuolas de C. galabrata por
inmunofluorescencia, ensayo que se realiz6 utilizando anticuerpos
policlonales de conejo IgG anti- H. pylori marcados con FITC, confirmandose
por la presencia de genes especificos para H. pylori; esto en una muestra de
hisopado oral de RN de término y una muestra de flujo vaginal de la madre
de este RN, cuando estaba en el tercer trimestre de embarazo.

El genotipo de H. pylori encontrada intracelularmente en la especie C.
galabrata en el cultivo oral del recién nacido, en base a los genes de
virulencia cagA, dupA y vacA, fue cagA-, dupA-, vacAsla+, determinado
mediante PCR y este mismo resultado cagA-, dupA-, vacAsla+, se encontrd
para H. pylori encontrada en la levadura C. glabrata en el flujo vaginal de la

madre del RN en cuestion.

Lo anterior sugiere que existio transmision vertical a través del paso del canal
del parto del feto, pero se necesitaria secuenciar el genoma completo de
ambas cepas de H. pylori encontradas para reafirmar la hipétesis de este

estudio.

Sera necesario realizar un seguimiento a estos RN para detectar en que
momento de sus vidas se infectan con H. pylori y utilizar otras técnicas
microbiolégicas como PCR en tiempo real para la deteccion de levaduras en
muestras de hisopado oral, asi como aumentar la cantidad de meconio en las
muestras y seguramente realizar antigeno en deposiciones en muestras de

heces posteriores al meconio de los neonatos.

63



9. - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Lee A, Phillips MW, O'Rourke JL, Paster BJ, Dewhirst FE, Fraser GJ, et al.
Helicobacter muridarum sp. nov., a microaerophilic helical bacterium with a
novel ultrastructure isolated from the intestinal mucosa of rodents. Int J Syst
Bacteriol. 1992; 42 (1): 27-36.

2. Goodwin C. S. AJA, Chilvers T., Peters M. Transfer of Campylobacter
pylori and Campylobacter mustelae to Helicobacter gen. nov. as Helicobacter
pylori comb. nov. and Helicobacter mustelae comb. nov., respectively. Int. J.
Syst. Bacteriol. 1989; p. 397—405.

3. Shen Z, Fox JG, Dewhirst FE, Paster BJ, Foltz CJ, Yan L, et al.
Helicobacter rodentium sp. nov., a urease-negative Helicobacter species
isolated from laboratory mice. Int J Syst Bacteriol. 1997; 47 (3): 627-34.

4. Geis G, Suerbaum S, Forsthoff B, Leying H, Opferkuch W. Ultrastructure
and biochemical studies of the flagellar sheath of Helicobacter pylori. J Med
Microbiol. 1993; 38 (5): 371-7.

5. Blaser MJ. An Endangered Species in the Stomach. Scientific American.
2005; 292 (2): 38-45.

6. Ueber G. B. Die Schlauch formigen drusen des magendarmkanals und die

bezienhungen ihres epithels zu dem oberflachenepitel der schleimahaut.
ArchMirkAnat. 1892; 42:326-74.

64



7. Freedberg A, Barron LE. The presence of spirochetes in human gastric
mucosa. Am. J. Dig. Dis.; 1940. p. 443-5.

8. Palmer ED. Investigation of the gastric mucosa spirochetes of the human.
Gastroenterology. 1954; 27 (2): 218-20.

9. Robin Warren J, Marshall B. Unidentified Curved Bacilli On Gastric
Epithelium In Active Chronic Gastritis. The Lancet. 1983; 321 (8336): 1273-5.

10. McNulty CA, Watson DM. Spiral bacteria of the gastric antrum. Lancet.
1984; 1(8385): 1068-9.

11. Romaniuk PJ, Zoltowska B, Trust TJ, Lane DJ, Olsen GJ, Pace NR, et al.
Campylobacter pylori, the spiral bacterium associated with human gastritis, is
not a true Campylobacter sp. J Bacteriol. 1987; 169 (5): 2137-41.

12. Marshall B GC. Revised Nomenclarure of Campylobacter pylori dis. Inf J
Syst Bacteriol; 1987. p. 68.

13. Marshall BJ, Armstrong JA, McGechie DB, Glancy RJ. Attempt to fulfil
Koch's postulates for pyloric Campylobacter. Med J Aust. 1985; 142 (8): 436-
9.

14. Sobala GM, Crabtree JE, Dixon MF, Schorah CJ, Taylor JD, Rathbone
BJ, et al. Acute Helicobacter pylori infection: clinical features, local and
systemic immune response, gastric mucosal histology, and gastric juice
ascorbic acid concentrations. Gut. 1991; 32 (11): 1415-8.

15. Warren JR. Gastric pathology associated with Helicobacter pylori.
Gastroenterol Clin North Am. 2000; 29 (3): 705-51.

65



16. Suerbaum S, Michetti P. Helicobacter pylori infection. N Engl J Med.
2002; 347 (15): 1175-86.vulvovaginitis candidiasica recurrente. Prog. Obstet
Ginecol.2013; 56(2):108-116

17. Genta RM, Hamner HW, Graham DY. Gastric lymphoid follicles in
Helicobacter pylori infection: frequency, distribution, and response to triple
therapy. Hum Pathol. 1993; 24 (6): 577-83.

18. Nomura A, Stemmermann GN, Chyou PH, Perez-Perez GI, Blaser MJ.
Helicobacter pylori infection and the risk for duodenal and gastric ulceration.
Ann Intern Med. 1994; 120(12): 977-81.

19. Warburton VJ, Everett S, Mapstone NP, Axon AT, Hawkey P, Dixon MF.
Clinical and histological associations of cagA and vacA genotypes in
Helicobacter pylori gastritis. J Clin Pathol. 1998; 51 (1): 55-61.

20. Caulet S, Robert I, Bardaxoglou E, Noret P, Tas P, Le Prise Y, et al.
Malignant lymphoma of mucosa associated lymphoid tissue: a new etiology of
amyloidosis. Pathol Res Pract. 1995; 191 (12): 1203-7.

21. Stolte M, Eidt S. Healing gastric MALT lymphomas by eradicating H.
pylori? Lancet. 1993; 342 (8871): 568.

22. Fukui T, Okazaki K, Tamaki H, Kawasaki K, Matsuura M, Asada M, et al.
Immunogenetic analysis of gastric MALT lymphoma-like lesions induced by
Helicobacter pylori infection in neonatally thymectomized mice. Lab Invest.
2004; 84 (4): 485-92.

66



23. Morgner A, Bayerdorffer E, Neubauer A, Stolte M. Gastric MALT
lymphoma and its relationship to Helicobacter pylori infection: management
and pathogenesis of the disease. Microsc Res Tech. 2000; 48 (6): 349-56.

24. Parkin DM BF, Ferlay J. Global Cancer Statistics. Cancer J. Clin. 2005. p.
74-108.

25. Soreide K, Sandvik OM, Soreide JA, Giljaca V, Jureckova A, Bulusu VR.
Global epidemiology of gastrointestinal stromal tumours (GIST): A systematic
review of population-based cohort studies. Cancer Epidemiol. 2015; 40:39-
46.

26. Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E. Cancer statistics, 2010. CA Cancer J
Clin. 2010; 60 (5): 277-300.

27. McNamara D, EI-Omar E. Helicobacter pylori infection and the
pathogenesis of gastric cancer: a paradigm for host-bacterial interactions. Dig
Liver Dis. 2008; 40 (7): 504-9.

28. IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans
(1994). Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori. Volumen 61. Lyon,
Frane: IARC 1994.

29. Burns M, Muthupalani S, Ge Z, Wang TC, Bakthavatchalu V, Cunningham
C, et al. Helicobacter pylori Infection Induces Anemia, Depletes Serum Iron
Storage, and Alters Local Iron-Related and Adult Brain Gene Expression in
Male INS-GAS Mice. PLoS One. 2015; 10 (11): e0142630.

67



30. Yokota S, Konno M, Mino E, Sato K, Takahashi M, Fujii N. Enhanced Fe
ion-uptake activity in Helicobacter pylori strains isolated from patients with
iron-deficiency anemia. Clin Infect Dis. 2008; 46 (4): e31-3.

31. Mansour GM, Nashaat EH. Helicobacter pylori and hyperemesis
gravidarum. Int J Gynaecol Obstet. 2009;106(1):63-4.

32. Eslick GD, Yan P, Xia HH, Murray H, Spurrett B, Talley NJ. Foetal
intrauterine growth restrictions with Helicobacter pylori infection. Aliment
Pharmacol Ther. 2002; 16 (9): 1677-82.

33. Franceschi F, Gasbarrini A, Polyzos SA, Kountouras J. Extragastric
Diseases and Helicobacter pylori. Helicobacter. 2015; 20 Suppl 1:40-6.

34. Mobley HLT. Urease. In: Mobley HLT, Mendz GL, Hazell SL, editors.
Helicobacter pylori: Physiology and Genetics. Washington (DC): ASM Press;
2001. P. 179-91.

35. Marshall BJ, Barrett LJ, Prakash C, McCallum RW, Guerrant RL. Urea
protects Helicobacter (Campylobacter) pylori from the bactericidal effect of
acid. Gastroenterology. 1990; 99 (3): 697-702.

36. Eaton KA, Brooks CL, Morgan DR, Krakowka S. Essential role of urease
in pathogenesis of gastritis induced by Helicobacter pylori in gnotobiotic

piglets. Infect Immun. 1991; 59 (7): 2470-5.

37. Murakami M, Yoo JK, Teramura S, Yamamoto K, Saita H, Matuo K, et al.

Generation of ammonia and mucosal lesion formation following hydrolysis of

68



urea by urease in the rat stomach. J Clin Gastroenterol. 1990; 12 Suppl 1:
S104-9.

38. Suerbaum S. The complex flagella of gastric Helicobacter species. Trends
Microbiol. 1995; 3 (5): 168-70.

39. Eaton KA, Morgan DR, Krakowka S. Motility as a factor in the colonisation
of gnotobiotic piglets by Helicobacter pylori. J Med Microbiol. 1992; 37 (2):
123-7.

40. Olfat FO, Zheng Q, Oleastro M, Voland P, Boren T, Karttunen R, et al.
Correlation of the Helicobacter pylori adherence factor BabA with duodenal
ulcer disease in four European countries. FEMS Immunol Med Microbiol.
2005; 44 (2): 151-6.

41. Nell S, Kennemann L, Schwarz S, Josenhans C, Suerbaum S. Dynamics
of Lewis b binding and sequence variation of the BabA adhesin gene during

chronic Helicobacter pylori infection in humans. MBio. 2014; 5 (6).

42. Yamaoka Y. Roles of Helicobacter pylori BabA in gastroduodenal
pathogenesis. World J Gastroenterol. 2008; 14 (27): 4265-72.

43. Yamaoka Y. Mechanisms of disease: Helicobacter pylori virulence factors.
Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2010;7(11):629-41.

44. Cover TL, Tummuru MK, Cao P, Thompson SA, Blaser MJ. Divergence of

genetic sequences for the vacuolating cytotoxin among Helicobacter pylori
strains. J Biol Chem. 1994; 269 (14): 10566-73.

69



45. Pelicic V, Reyrat JM, Sartori L, Pagliaccia C, Rappuoli R, Telford JL, et al.
Helicobacter pylori VacA cytotoxin associated with the bacteria increases
epithelial permeability independently of its vacuolating activity. Microbiology.
1999; 145 ( Pt 8): 2043-50.

46. Yamazaki S, Yamakawa A, Okuda T, Ohtani M, Suto H, Ito Y, et al.
Distinct diversity of vacA, cagA, and cagE genes of Helicobacter pylori
associated with peptic ulcer in Japan. J Clin Microbiol. 2005; 43 (8): 3906-16.

47. Yang JC, Kuo CH, Wang HJ, Wang TC, Chang CS, Wang WC.
Vacuolating toxin gene polymorphism among Helicobacter pylori clinical
isolates and its association with m1, m2, or chimeric vacA middle types.
Scand J Gastroenterol. 1998; 33 (11): 1152-7.

48. Atherton JC, Cao P, Peek RM, Jr., Tummuru MK, Blaser MJ, Cover TL.
Mosaicism in vacuolating cytotoxin alleles of Helicobacter pylori. Association
of specific vacA types with cytotoxin production and peptic ulceration. J Biol
Chem. 1995; 270 (30): 17771-7.

49. Rudi J, Kolb C, Maiwald M, Kuck D, Sieg A, Galle PR, et al. Diversity of
Helicobacter pylori vacA and cagA genes and relationship to VacA and CagA
protein expression, cytotoxin production, and associated diseases. J Clin
Microbiol. 1998; 36 (4): 944-8.

50. Rhead JL, Letley DP, Mohammadi M, Hussein N, Mohagheghi MA,
Eshagh Hosseini M, et al. A new Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin
determinant, the intermediate region, is associated with gastric cancer.
Gastroenterol. 2007; 133 (3): 926-36.

70



51. Willhite DC, Blanke SR. Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin enters
cells, localizes to the mitochondria, and induces mitochondrial membrane
permeability changes correlated to toxin channel activity. Cell Microbiol. 2004;
6 (2): 143-54.

52. Atherton JC, Peek RM, Tham KT, Cover TL, Blaser MJ. Clinical and
pathological importance of heterogeneity in vacA, the vacuolating cytotoxin
gene of Helicobacter pylori. Gastroenterol. 1997; 112 (1): 92-9.

53. Blaser MJ. Helicobacter pylori and gastric diseases. Bmj. 1998; 316
(7143): 1507-10.

54. Covacci A, Falkow S, Berg DE, Rappuoli R. Did the inheritance of a
pathogenicity island modify the virulence of Helicobacter pylori? Trends
Microbiol. 1997; 5 (5): 205-8.

55. Parsonnet J, Friedman GD, Orentreich N, Vogelman H. Risk for gastric
cancer in people with CagA positive or CagA negative Helicobacter pylori
infection. Gut. 1997; 40 (3): 297-301.

56. Fischer W, Puls J, Buhrdorf R, Gebert B, Odenbreit S, Haas R.
Systematic mutagenesis of the Helicobacter pylori cag pathogenicity island:
essential genes for CagA translocation in host cells and induction of
interleukin-8. Mol Microbiol. 2001; 42 (5): 1337-48.

57. Lu H, Hsu PI, Graham DY, Yamaoka Y. Duodenal ulcer promoting gene
of Helicobacter pylori. Gastroenterology. 2005; 128 (4): 833-48.

71



58. Malaty HM, El-Kasabany A, Graham DY, Miller CC, Reddy SG,
Srinivasan SR, et al. Age at acquisition of Helicobacter pylori infection: a
follow-up study from infancy to adulthood. Lan cet. 2002; 359 (9310): 931-5.

59. Urita Y, Watanabe T, Kawagoe N, Takemoto |, Tanaka H, Kijima S, et al.
Role of infected grandmothers in transmission of Helicobacter pylori to
children in a Japanese rural town. J Paediatr Child Health. 2013; 49 (5) :394-
8.

60. Hunt RH, Xiao SD, Megraud F, Leon-Barua R, Bazzoli F, van der Merwe
S, et al. Helicobacter pylori in developing countries. World Gastroenterol
Organisation Global Guideline. J Gastrointestin Liver Dis. 2011; 20 (3): 299-
304.

61. Malaty HM. Epidemiology of Helicobacter pylori infection. Best Pract Res
Clin Gastroenterol. 2007; 21 (2): 205-14.

62. Porras C, Nodora J, Sexton R, Ferreccio C, Jimenez S, Dominguez RL, et
al. Epidemiology of Helicobacter pylori infection in six Latin American
countries (SWOG Trial S0701). Cancer Causes Control. 2013; 24 (2): 209-15.

63. Pounder RE, Ng D. The prevalence of Helicobacter pylori infection in
different countries. Aliment Pharmacol Ther. 1995; 9 Suppl 2: 33-9.

64. Payao SL, Rasmussen LT. Helicobacter pylori and its reservoirs: A

correlation with the gastric infection. World J Gastrointest Pharmacol Ther.
2016; 7 (1): 126-32.

72



65. Silva DG, Stevens RH, Macedo JM, Albano RM, Falabella ME, Veerman
EC, et al. Detection of cytotoxin genotypes of Helicobacter pylori in stomach,
saliva and dental plaque. Arch Oral Biol. 2009; 54 (7): 684-8.

66. Suzuki N, Yoneda M, Naito T, Iwamoto T, Masuo Y, Yamada K, et al.
Detection of Helicobacter pylori DNA in the saliva of patients complaining of
halitosis. J Med Microbiol. 2008; 57 (Pt 12): 1553-9.

67. Bahrami AR, Rahimi E, Ghasemian H. Detection of Helicobacter pylori in
city water, dental units' water, and bottled mineral water in Isfahan, Iran.
Scientific World J. 2013; 2013: 280510.

68. Talaei R, Souod N, Momtaz H, Dabiri H. Milk of livestock as a possible
transmission route of Helicobacter pylori infection. Gastroenterol Hepatol Bed
Bench. 2015; 8 (Suppl 1): S30-6.

69. Momtaz H, Dabiri H, Souod N, Gholami M. Study of Helicobacter pylori
genotype status in cows, sheep, goats and human beings. BMC
Gastroenterol. 2014; 14:61.

70. Hamed ME, Hussein HM, El Sadany HF, Elgobashy AA, Atta AH.
Seroprevalence of Helicobacter pylori infection among family members of
infected and non-infected symptomatic children. J Egypt Soc Parasitol. 2013;
43 (3): 755-66.

71. Sahay P, Axon AT. Reservoirs of Helicobacter pylori and modes of
transmission. Helicobacter. 1996; 1 (3): 175-82.

73



72. Eslick GD. Helicobacter pylori infection transmitted sexually via oral-
genital contact: a hypothetical model. Sex Transm Infect. 2000; 76 (6): 489-
92.

73. Dimitriadi D. Helicobacter pylori: a sexually transmitted bacterium? Cent
European J Urol. 2014; 67 (4): 407-9.

74. Yonezawa H, Osaki T, Kurata S, Fukuda M, Kawakami H, Ochiai K, et al.
Outer membrane vesicles of Helicobacter pylori TK1402 are involved in
biofilm formation. BMC Microbiol. 2009; 9:197.

75. Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP. Bacterial biofilms: a common
cause of persistent infections. Science. 1999; 284 (5418): 1318-22.

76. Percival SL, Thomas JG. Transmission of Helicobacter pylori and the role
of water and biofilms. J Water Health. 2009; 7 (3): 469-77.

77. Fedichkina TP, Solenova LG, Zykova IE. On the rating of Helicobacter
pylori in drinking water. Gig Sanit. 2014; 93 (6): 42-6.

78. Richards CL, Broadaway SC, Eggers MJ, Doyle J, Pyle BH, Camper AK,
et al. Detection of Pathogenic and Non-pathogenic Bacteria in Drinking Water
and Associated Biofilms on the Crow Reservation, Montana, USA. Microb
Ecol. Doi: 2015.

79. Percival SL, Suleman L. Biofilms and Helicobacter pylori: Dissemination

and persistence within the environment and host. World J Gastrointest
Pathophysiol. 2014; 5 (3): 122-32.

74



80. Andersen LP, Rasmussen L. Helicobacter pylori-coccoid forms and
biofilm formation. FEMS Immunol Med Microbiol. 2009; 56 (2): 112-5.

81. Rudnicka K, Graczykowski M, Tenderenda M, Chmiela M. Helicobacter
pylori morphological forms and their potential role in the transmission of
infection. Postepy Hig Med Dosw (Online). 2014; 68: 219-29.

82. Bozue JA, Johnson W. Interaction of Legionella pneumophila with
Acanthamoeba castellanii: uptake by coiling phagocytosis and inhibition of

phagosome-lysosome fusion. Infect Immun. 1996; 64 (2): 668-73.

83. Michel R, Burghardt H, Bergmann H. Acanthamoeba, naturally
intracellularly infected with Pseudomonas aeruginosa, after their isolation
from a microbiologically contaminated drinking water system in a hospital.
Zentralbl Hyg Umweltmed. 1995; 196 (6): 532-44.

84. Weig M, Gross U, Muhlschlegel F. Clinical aspects and pathogenesis of
Candida infection. Trends Microbiol. 6. England1998. p. 468-70.

85. Siavoshi F, Salmanian AH, Akbari F, Malekzadeh R, Massarrat S.
Detection of Helicobacter pylori-specific genes in the oral yeast. Helicobacter.
2005; 10 (4): 318-22.

86. Salmanian AH, Siavoshi F, Akbari F, Afshari A, Malekzadeh R. Yeast of
the oral cavity is the reservoir of Heliobacter pylori. J Oral Pathol Med. 2008;
37 (6): 324-8.

87. Saniee P, Siavoshi F, Nikbakht-Broujeni G, Khormali M, Sarrafnejad A,

Malekzadeh R. Immunodetection of Helicobacter pylori-specific proteins in
oral and gastric Candida yeasts. Arch Iran Med. 2013; 16 (11): 624-30.

75



88. Salmanian A-H, Siavoshi F, Beyrami Z, Latifi-Navid S, Tavakolian A,
Sadjadi A. Foodborne Yeasts Serve As Reservoirs Of Helicobacter pylori. J of
F Safet. 2012; 32 (2): 152-60.

89. Siavoshi F, Taghikhani A, Malekzadeh R, Sarrafnejad A, Kashanian M,
Jamal AS, et al. The role of mother's oral and vaginal yeasts in transmission
of Helicobacter pylori to neonates. Arch Iran Med. 2013; 16 (5): 288-94.

90. Soll DR. Candida commensalism and virulence: the evolution of
phenotypic plasticity. Acta Trop. 2002; 81 (2): 101-10.

91. Garcia-Cuesta C, Sarrion-Perez MG, Bagan JV. Current treatment of oral
candidiasis: A literature review. J Clin Exp Dent. 2014; 6 (5): e576-82.

92. Aguirre Urizar JM. [Oral candidiasis]. Rev Iberoam Micol. 2002; 19 (1):
17-21.

93. Seebacher C. Candida in dermatology. Mycoses. 1999; 42 Suppl 1: 63-7.
94. Goncalves B, Ferreira C, Alves CT, Henriques M, Azeredo J, Silva S.
Vulvovaginal candidiasis: Epidemiology, microbiology and risk factors. Crit
Rev Microbiol. 2015; 1-23.

95. Priestley CJ, Jones BM, Dhar J, Goodwin L. What is normal vaginal flora?
Genitourin Med. 1997; 73 (1) :23-8.

96. Ferrer J. Vaginal candidosis: epidemiological and etiological factors. Int J
Gynaecol Obstet. 2000; 71 Suppl 1: S21-7.

76



97. Leli C, Mencacci A, Meucci M, Bietolini C, Vitali M, Farinelli S, et al.
Association of pregnancy and Candida vaginal colonization in women with or

without symptoms of vulvovaginitis. Minerva Ginecol. 2013; 65 (3): 303-9.

98. Dennerstein GJ, Ellis DH. Oestrogen, glycogen and vaginal candidiasis.
Aust N Z J Obstet Gynaecol. 2001; 41 (3): 326-8.

99. Sobel JD. Vulvovaginal candidosis. Lancet. 2007; 369 (9577): 1961-71.

100. Cannoni G. BS. Vulvovaginitis e Infecciones de Transmision Sexual en
la Adolescencia. REV. MED. CLIN. CONDES; 2011. p. 49-57.

101. Mukasa KJ, Herbert |, Daniel A, Sserunkuma KL, Joel B, Frederick B.
Antifungal Susceptibility Patterns of Vulvovaginal species among Women
Attending Antenatal Clinic at Mbarara Regional Referral Hospital, South
Western Uganda. 2015; 5 (4): 322-31.

102. Van Doorn HC, Coelingh Bennink F. Vaginal infection caused by
Saccharomyces cerevisiae. Ned Tijdschr Geneeskd. 1995; 139 (21): 1093-5.

103. Papaemmanouil V, Georgogiannis N, Plega M, Lalaki J, Lydakis D,
Dimitriou M, et al. Prevalence and susceptibility of Saccharomyces cerevisiae

causing vaginitis in Greek women. Anaerobe. 2011; 17 (6): 298-9.
104. Zhang F, Bao ZJ, Shi DM, Xiang P, Xiao L, Huang YQ, et al. Efficacy of

a quadruple therapy regimen for Helicobacter pylori eradication after partial
gastrectomy. Braz J Med Biol Res. 2016; 49 (2).

77



105. Alboraie M, Saad M, Al-Ali J, Malik M, Asem N, Schmidt I, et al.
Quadruple therapy versus standard triple therapy for eradication of
Helicobacter pylori in Kuwait. Arab J Gastroenterol. 2015; 16 (3-4): 131-5.

106. Yang T, Li H, Chen J, Zeng W, Mao J, Zhang Z, et al. Epidemiological
study on antibiotic resistance among Helicobacter pylori in Taizhou district,
Zhejiang, 2010-2013. Zhonghua Liu Xing Bing Xue Za Zhi. 2014; 35 (6): 704-
7.

107. Phan TN, Tran VH, Tran TN, Le VA, Santona A, Rubino S, et al.
Antimicrobial resistance in Helicobacter pylori: current situation and

management strategy in Vietnam. J Infect Dev Ctries. 2015; 9 (6): 609-13.

108. Konno M, Yokota S, Suga T, Takahashi M, Sato K, Fuji N.
Predominance of mother-to-child transmission of Helicobacterpylori infection
detected by random amplified polymorphicDNA DNA fingerprinting analysis in
Japanese families. Pediatr Infect Dis J 2008; 27: 999-1003

109. Ertem D, Harmanci H, Pehlivanoglu E. Helicobacter pylori infection in
Turkish preschool and school children: role of socioeconomic factors and
breast feeding. Turk J Pediatr 2003; 45: 114-122

110. Chak E, Rutherford GW, Steinmaus C. The role of breastfeeding in the
prevention of Helicobacter pylori infection: a systematic review. Clin Infect Dis
2009; 48: 430-437

111. Appelmelk BJ, An YQ, Geerts M, Thijs BG, de Boer HA, MacLaren DM,

et al. Lactoferrin is a lipid A-binding protein. Infect Immun 1994; 62: 2628-
2632.

78



112. Jaime F, Villagran A, Cerca P, Harris R. Prevalencia de la infeccidn
por Helicobacter pylori en nifios: estimando la edad de adquisicion Rev. Med
Chile, 141 (2013), pp. 1249-1254.

113. Thomas JE, Dale A, Harding M, Coward WA, Cole TJ, Weaver LT.

Helicobacter pylori colonization in early life. Pediatr Res 1999; 45: 218-223.

114. Harris PR, Serrano C, Gonzalez CG. Utilidad del diagndstico serolégico
de la infeccion por Helicobacter pylori en nifios. Rev Chil Ped 2005; 76: 241-
51.

115. Garcia Heredia M, Garcia SD, Copolillo ES, Cora Eliseth M, Barata MD,
Vay CA, et al. Prevalencia de candidiasis vaginal en embarazadas.
Identificacion de levaduras y sensibilidad a antifangicos. Rev Arg Microbiol.
2006; 38:9—12

116. Odds FC. Candida and candidosis. 2nd ed. London: Baillie're Tindall;
1988.

117. Cararach M, Delgado R, Davi E, Marimon E, Martinez JC, Gil-Antufiano
S, et al. La vulvovaginitis candidiasica recurrente. Prog. Obstet Ginecol.
2013; 56 (2): 108-116

118. O’'Ryan M, Rabello M, Cortés H.B, Lucero Y, Pena A, Torres J.
Dynamics of Helicobacter pylori detection in stools during the first 5 years of
life in Chile, a rapidly developing country Pediatr Infect Dis J. 32 (2013), pp.
99-103

79



10.- ANEXOS

Anexo |: “Aprobacion del estudio por el Comité de Etica del Servicio de

Salud Concepcion”.

Servicio de
Saiud
Concepeibn

ACTADE EVALUACION/APROBACION COMITE ETICO CIENTIFICO

COMITE CONSTITUIDO EN CONFORMIDAD A LA RESOLUCION EXENTA N°2444
DE FECHA 14/08/2012.

CONCEPCION, 15 de Julio de 2015

Codigo CEC Nuevo Proyecto 15-06-22

Sra.

MT Lillian Matamala Valdes
Investigador Responsable,

Dpto. de Obstetricia y Puericultura
Universidad de Concepcion
Presente

Estimada Sra. Matamala,

Junto con saludarle, nos permitimos informar a usted que el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Concepcion, en reunion del 09 de Julio de 2015, aprobo las enmiendas a las observaciones efectuadas en
el Acta correspondiente a la reuniéon del 11 de Junio de 2015, de este comité, relativas al estudio titulado
“Determinacion de la transmision de Helicobacter pylori a través de levaduras de origen vaginal de mujeres
embarazadas de término a sus recién nacidos”. Sin embargo, se deja constancia que en el documento
de informacién a las mujeres participantes, aun se utilizan algunos términos técnicos que deben ser
aclarados verbalmente por la IR durante el proceso de solicitud del consentimento.

Miembros del Comité Etico Cientifico que participaron en la sesion del 09 de Julio de 2015

Q: 06/10
Nombre y apellidos i Profesion/institucion e __CargoCEC
Juan Munizaga M. Ingeniero informatico /HGGB Integrante permanente
Juan Ricardo Saldias C. | Ingeniero Comercial / HGGB Integrante permanente / Secretario CEC
Monica Zadiga Matrona Integrante permanente /externo
Nelson Pérez Médico Psiquiatra / HGGB Integrante permanente / Vice Presidente CEC
Sylvia Asenjo M. Médico Endocrinéloga / UdeC Integrante permanente /externo
Irma Alarcén Quimico farmacéutico / HGGB Integrante permanente

Excusas:, Felipe Ledn, MC Fellay, Maria A. Bidegain S., Mirta Méndez

CONCLUSION.

Por lo tanto, con fecha 09 de Julio de 2015, el Comité aprueba la realizacion de este proyecto, bajo su
conduccién como investigador responsable y procede a aprobar y timbrar con esta fecha los siguientes
documentos:

e Protocolo de estudio “Determinacion de la transmision de Helicobacter pylori a través de levaduras
de origen vaginal de mujeres embarazadas de término a sus recién nacidos”, versioén 02, fecha 05
de Julio de 2015

B
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ESTE COMITE CUMPLE CON LAS GUIAS DE BUENA PRACTICA CLINICA DEFINIDAS POR LA CONFERENCIA INTERNACIONAL DE
ARMONIZACION(GCP-ICH); CON LAS LEYES CHILENAS N° 20.120 Y N° 19.628 Y CON LAS NORMAS INSTITUCIONALES DEL SERVICIO DE
SALUD CONCEPCION



Sendcio de
Selud

7o Loncepeibn

ACTADE EVALUACION/APROBACION COMITE ETICO CIENTIFICO

COMITE CONSTITUIDO EN CONFORMIDAD A LA RESOLUCION EXENTA N°2444
DE FECHA 14/08/2012.

e Documento de Informacién al participante y Consentimiento Informado, Vs. 02 de fecha 05/07/ 2015

Ademas, este Comité solicita que:

1.- El investigador utilice el formulario de consentimiento informado con el timbre y fecha de aprobacion del
comite en los pacientes que seran enrolados en su institucion.

2.-  Los reportes de efectos adversos y enmiendas se entreguen al comité en conjunto con una opinién
personal del investigador, sobre la relevancia de ellos en el proyecto, los riesgos y la voluntariedad del
paciente.

3.- Informar a lo menos una vez al afio de su estado de desarrollo, como también de cualquier publicacion o
presentacion a congresos que de él se generen

4.- Lavalidez de esta aprobacién es por un afio.

5.- Una vez finalizado el proyecto, el comité debera ser informado de los resultados del estudio.

6.- Conservar toda la documentacién en su poder por lo menos hasta quince afios cerrado el estudio

7.- Entoda futura correspondencia hacer referencia al nimero de codigo asignado 15-06-22

Atentamente,

Distribucion
- Laindicada;
- Direccion CESFAM Dir. Victor Manuel F., O’Higgins y Tucapel
- archivo CEC
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Anexo ll: Consentimiento Informado.

INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE/ .
PARTICIPACION

ANEXO 2 LENTIFICO
W g .01 2015 *
TITULO DEL ESTUDIO: N\ * E“ q .U o$
NOncepe S

“Determinaci6n de la transmisién de Helicobacter pylori a través de especies de levaduras de ===
origen vaginal de mujeres embarazadas de término a sus recién nacidos”

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Lillian Matamala Valdés.

INVESTIGADOR ALTERNO: Apolinaria Garcia Cancino.

CENTRO DE INVESTIGACION: Centro de Salud Familiar: Dr. Victor Manuel Fernandez, O Higgins y
Tucapel.

TELEFONO DE CONTACTO 24 HORAS: 91522311

INTRODUCCION

La presente investigacién es conducida por los siguientes profesionales: Lillian Matamala Valdés,
Matrona Especialista en Perinatologia, Docente del Departamento de Obstetricia y Puericultura, Facultad
de Medicina, Apolinaria Garcia Cancino, Dra. en Ciencias Biolégicas, Docente del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Katia Saez Carrillo, Doctora en Ingenieria Eléctrica, area
de Métodos de apoyo a la Decisién, Docente del Departamento de Estadistica, Facultad de Ciencias
Fisicas y Matematicas. Todas de la Universidad de Concepcion.

Michelle Sanchez Alonzo, Tecnélogo Médico, estudiante de Magister en Ciencias Biomédicas con mencién
en microbiologia clinica de la Universidad de Talca y Cristian Parra Sepulveda, Biélogo, alumno del
Magister en Microbiologia de la Universidad de Concepcion.

Se invita a usted a ser parte de esta investigacion que tiene por finalidad determinar si usted es
portadora de una bacteria denominada Helicobacter pylori, la cual puede estar viviendo dentro de una
especie de levaduras llamada Céndida Albicans que esta presente comunmente en la vagina y de ser asi,
determinar si es que es transmitida en el momento del nacimiento a su hijo/hija.

Esta bacteria, antes mencionada, es causante de una infeccién que se localiza en el estdmago, su
presencia por largo tiempo en el estdmago, constituye un importante factor de riesgo en la aparicién de
varias enfermedades gastroduodenales como gastritis crénica no autoinmune, Ulcera gastrica, ulcera
duodenal, cancer gastrico y linfoma del tejido linfoide asociado a mucosa (linfoma MALT).

Ademas es importante que usted sepa que este microorganismo coloniza la superficie de la mucosa
gastroduodenal de la mitad de la poblacion mundial y que su prevalencia varia entre el 20% -50% en
paises industrializados y el 80% en paises en vias de desarrollo.

Es bien sabido que la adquisicion de la infeccién es durante la infancia pero la edad precisa y las rutas
de transmision no estan completamente claras.

Existen investigaciones que han demostrado que la propagacion intrafamiliar parece ser la principal
via de propagacién de esta bacteria; ya que los nifios son a menudo infectados por una cepa, que tiene
una huella genética idéntica a la de sus padres, entonces tomando en cuenta que la infeccion es adquirida
durante la infancia y ademas que estudios han demostrado que la cepa de los hijos tiene huellas idénticas
a la de sus padres, se considera que la madre juega un papel importante transmisién temprana de este
microorganismo al recién nacido, pudiendo ser la transmisién de madre a hijo/hija; lo que se conoce como
transmisién vertical, una de ellas.

Por todo lo anterior mencionado se le solicita ser parte de este estudio que es cuantitativo,
observacional, descriptivo de temporalidad transversal, leyendo la hoja informativa con atencién y teniendo

siemgre gresente gue ante cualquier duda guede consultar de inmediato.
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INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE
PARTICIPACION

FUNDAMENTO

Este estudio esta patrocinado por el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias y el
Departamento de Obstetricia y Puericultura de la Facultad de Medicina de la Universidad de Concepcién.

El objetivo de este estudio es determinar la existencia de transmisién de madre a hijo/hija de
Helicobacter pylori a través de levaduras de origen vaginal como es la Céndida Albicans como habitad
para esta bacteria y asi transmitir la infeccién en el momento del parto a los hijos.

Esta investigacion se realizard en los Centros de Salud Familiar (CESFAM): Dr. Victor Manuel
Fernandez, Tucapel y O'Higgins.

RAZON POR LA QUE SE INVITA A LA PERSONA PARTICIPAR.

Como se menciond anteriormente, las rutas de transmision de Helicobacter pylori, aun no estan
completamente claras, conociéndose por otras investigaciones de este tipo (a las que usted puede
acceder si asi lo solicita) que los hijos e hijas podrian adquirir esta bacteria a través de sus padres; en
donde especificamente la madre podria tomar un rol fundamental en la transmisién vertical; es decir; de
madre a hijo/hija.

Entonces si al analizar su muestra vaginal usted diera positivo para Helicobacter pylori y las muestras
de su recién nacido también, podriamos analizar que la transmision de la bacteria ocurrié de madre a hijo
y derivarla a usted y a su hijo e hija a especialista para su manejo.

PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIO

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja sera
confidencial y no se usara para ningln otro propésito fuera de los de esta investigacion.
Si usted se negase a participar esto no implicaria de ningin modo alguna sancién ni la pérdida de
prestaciones otorgadas en su CESFAM.

Usted se puede retirar del estudio en cualquier momento sin sancion de ninguna indole para usted ni
para las atenciones de su hijo/hija.

DISENO DEL ESTUDIO

En el estudio de investigacién participaran las embarazadas de término y sus respectivos recién
nacidos que se controlen en los Cesfam antes mencionados, que cumplan los criterios de inclusion y que
accedan a participar en la investigacion a través de la firma del consentimiento informado.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

La matrona de su Cesfam, quien controla su embarazo le tomara una muestra de fluido vaginal en los
ultimos controles prenatales; es decir; cuando usted ya tenga un embarazo de término, entre las 37 a 40
semanas de gestacion, en el mismo box de atencién donde usted acude comlinmente a sus controles de
embarazo. Esto significa que usted no sera citada a un nuevo horario y fecha de atencion, sino que la
muestra sera tomada en un control de embarazo. En esta muestra vaginal se buscara la presencia de una
bacteria denominada Helicobacter pylori, asociada a enfermedades como Ulcera péptica, gastritis
duodenal y cancer gastrico.

Es importante que usted sepa que la muestra se obtendra de los fluidos que estan en su vagina y para
obtener dicha muestra se le colocara a usted un espéculo que no ocasionara molestias como dolor, ardor
y menos alteraciones con su embarazo, solo puede ocasionar incomodidades en el momento de su
postura que facilmente se pasaran, pero nunca dolor ni problemas mayores ni para usted ni para su
embarazo.
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INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE
PARTICIPACION

A T G O B B ST 5T Y e B S G S TR T,

Con respecto a la toma de las muestras de su recién nacido, la matrona Lillian Matamala Valdés quien
es la investigadora responsable de esta investigacion, se acercara al hospital donde naci6 su hijo/hija y a
los tres dias de vida de este, o antes que sea dado de alta de la maternidad, le tomara una muestra de
hisopado oral (saliva del recien nacido) y para la obtencién de la muestra de deposiciones a su hijo/hija,
la misma matrona le proporcionara a usted un frasco de boca ancha, si es que usted acepta participar en
la investigacion, para que usted pueda depositar deposiciones de su hijo/hija y sea entregado por usted a
la matrona.

Es importante que usted sepa que la obtencion de las muestras de su hijo/hija de ninguna manera
constituye procedimientos que originen dolor 0 molestias para su hijo/hija, ya que son muestras externas
no invasivas.

No seré necesario indagar ni en ficha clinica ni en la de su hijo/hija; ya que solo se necesitara las
muestras mencionadas y datos necesarios que pueden ser proporcionados por usted verbalmente y seran
adquiridos solo por la matrona responsable de la investigacion.

De esta manera al procesar las muestras vaginales, orales y de deposiciones podremos saber si usted
ylo su recién nacido respectivamente estan infectados con la bacteria Helicobacter pylori, informandole los
resultados y derivandola a especialista para ambos.

NUMERO DE SUJETOS

La cantidad de participantes en el mejor de los casos sera de un total minimo de 111 embarazadas y
sus respectivos recién nacidos.

DURACION ESPERADA

La investigacién durara desde julio a noviembre, donde se recolectaran las muestras y en diciembre
se analizaran los resultados.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION

Usted sera contactada por el equipo de investigacién para entregarle personalmente los resultados
que arrojaron las muestras vaginales, orales y de deposiciones. Con estos resultados obtenidos usted
podra saber si est4 infectada con esta bacteria y si su hijo e hija también lo esta y poder ser derivados a
su CESFAM, para su respectivo tratamiento indicado en su centro de salud.

Le volvemos a reiterar que la obtencion de las muestras no constituye de ninguna manera un riesgo
para usted ni para su hijo/hija.

RESPONSABILIDADES DEL SUJETO

Al participar de este estudio le solicitamos que al momento del nacimiento de su hijo e hija, usted nos
pueda contactar para la toma de las muestras orales y de deposiciones del recién nacido.

TERMINO ANTICIPADO

Es necesario comunicarle, que por si alguna condicién su recién nacido queda hospitalizado dentro
del periodo de toma de las muestras, no podra ser parte de la investigacion; ya que este es un criterio de_—= —°~\
exclusion que propuso el equipo de investigacién. YA UDN

COMPENSACION

No hay costos alguno que usted tenga que asumir en este estudio.

Fecha de elaboracién: 05 de julio de 2015



INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE
PARTICIPACION

CONFIDENCIALIODAD

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja sera
confidencial y no se usara para ningun otro propésito fuera de los de esta investigacion.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su
participacion en él o posteriormente a la Investigadora responsable (Lillian Matamala Valdés) al email
Imatamala@udec.cl o al teléfono 041-2204575. De la misma manera si tiene dudas respecto a sus
derechos como participante de este estudio debe contactarse con el Comité Etico Cientifico del Servicio de
Salud Concepcién presidido por la Dra. Maria Antonia Bidegain. Por otro lado, debe saber que puede
retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso la perjudique en ninguna forma.

COMUNICACION DE RESULTADOS

Se le informara de los resultados obtenidos inmediatamente estos estén disponibles, le reiteramos
que los resultados obtenidos sera confidencial y no se usara para ningun otro propésito fuera de los de
esta investigacion.

Una vez obtenido los resultados de las embarazadas estos seran comunicadas a ellas de la
siguiente manera: La investigadora responsable citara a la mujer con resultado positivo para Helicobacter
pylori en el CESFAM correspondiente donde se controlé el embarazo, donde se le manifestara el
resultado positivo de su examen, procesado en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad de Concepcién.

Se le entregara resultado por escrito emitido por la Doctora Apolinaria Garcia Cancino, microbidloga e
investigadora alterna de esta investigacion.

La mujer sera derivada con hora a médico especialista del CESFAM correspondiente, donde este
seguira el tratamiento.

Las mujeres con resultado negativo para Helicobacter pylori, seran notificadas via contacto
telefénico por la investigadora responsable y en control en CESFAM se le entregara en forma escrita
resultado negativo avalado por la Doctora Apolinaria Garcia Cancino.

En el caso de los resultados positivos en los recién nacidos el procedimiento se efectuara de la misma
manera, contactando a la madre o tutores del nifio/nifia y derivdndose a pediatra del CESFAM
correspondiente para inicio del tratamiento

En caso de modificaciones importantes del disefio de este estudio que le afecten a usted o que se

requiera de datos para otro estudio se solicitard un nuevo consentimiento con toda la explicaciga;f—ﬂ~~-:.,
necesaria y que usted solicite. //\‘3?, SALU

SEGUROS ’ 19

En este estudio no existen riesgos asociados. wooe EL
\» LIENT IFico

0901, 70
(\O/V - \\\ ’(/
Cepad®”

En este estudio no existe tratamiento ni procedimiento que resulte incompatible con alguno de los
procedimientos o tratamiento de alguna patologia GES

CONTACTO PARA EMERGENCIAS/CONTACTO CON CEC

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su
participacion en él o posteriormente a la Investigadora responsable (Lillian Matamala Valdés) al email
A 4. H S S A A A e A e A . e N A A 12 . 3 e T S st e A NS0 ST R

PATOLOGIAS GES
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INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE
PARTICIPACION

M

Imatamala@udec.cl o al teléfono 041-2204575, celular: 91522311.

De la misma manera si tiene dudas respecto a sus derechos como participante de este estudio debe
contactarse con el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcién presidido por la Dra. Maria
Antonia Bidegain S., Presidente del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcién, ubicado en
San Martin 1436, Concepcion, al teléfono 41 - 2722745.
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Anexo lll: Recomendaciones del fabricante para sistema API Candida.
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CONTROL DE CALIDAD

Las galerias y medios de cultivo son
fabricaciin. El vsuaric puede realizar ademds un

2, Trichosporon mucoldas

control  bactenoléy
il preferentements con la cepa: 1. Candida kefyr ATCC® 4136 6 una de las

mummmwwmmmummdnw

ieo do los diferentes lests de la galera,
siguieniss cepas:

ATCC 201382°  ATCC : Amarican Type Cullure Collsction,

. 3. Candida glabrata ATCC 2001 10801 University Boulevard, Manassas,
WA F0110-2200, USA
QLY | QAL | SAC | TRE | BAF | BMAL | aasy | vl |sour | yRE | anac | soal
1. & + - - * - - * - - - -
2 . - + - v * & = * * + -
3. * - - - - = - - - - - -
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* Trichosporon mucoides identficado como Trichosporon spp 1 8n AP CANDIDA
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LIMITES DEL ENSAYD

» El sistema AP| Candida estd deslinads dnicamente a
la identficacidn de las especies de fa base da dalos
(ver Tabla de Idenificacidn & final de la ficha
thcnica), e decir, que perlonazoan & los géneros
Candids, Geoldchum, Soccharomyces
¥ Trichosporon, y sdlo y exclusivamenis a éstos. No
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RESULTADOS ESPERADOS

Consullar Ia Tabla de Identificacitn que sa incluye al
fingl de esta ficha Wenica parp aclarar los resullados
esperados en las diferentes reacosonés bioguimicas.

RENDIMIENTOS

* Han side ensayados 646 cepas de  diversos
ofigenes. a3l como  cepas  de  ooleccitn
pananecientes a expecies de la basa de datos:

- 97099% do las cepas han sido  identificadas
comectamants (Con o Sin ANSAY0s SUDEmEntanics),
- D46% de las copas no hen sido identfcadas,

- 155% de las copas e han identificado
incorreciamenta,

ELIMINACION DE LOS RESIDUOS

Los reactivos no utilzades pueden aliminarse como log
residuce no peligrosos.

Eliminar los resclivos utilizados, asl como los
matertaes do un solo uso contaminados sigulendo los
procedimiontos  relacionades con  los  producios
infeccionos o polenciaiments infecciosos.

Es responsabilidad de cada laborsioro la gestidn da
los residuos y efluenles que produce, segin a
naturaleza y peligrosidad, garantizande (o heciendo
garantizar) su walamienie y eliminacion segin las
reglamantaciones aplicables,
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Anexo IV: Lectura de Sistema API.
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Anexo V: Lista de perfiles numéricos para la identificacién de especies

de Candida.

api® Candida

Ca1sal - of - 20110

LISTE DES PROFILS NUMERIQUES | LIST OF NUMERICAL PROFILES / LISTE DER NUMERISCHEM FROFILE /

LISTA DE PERFILES NUMERICOS / LISTA DEI PROFILI NUMERICI / LISTA DE PERFIS NUMERICOS /

KATAAOMOEL APIOMHTIKON NPOD@IA / LISTA GVER NUMERISKA PROFILER |
LISTE OVER NUMERISKE PROFILER / LISTA PROFIL] NUMERYCZNYCH

0 403 Trchosporan spp 2
0 412 Trichosporon spp 2
3412 Trichosporon spp 2
0 417 Trichosporon spp 2

7 043 Cryplococcus mecformans 2

7 051 &, meaformmans 2/ C. neoformsans 1

7 053 C. meaformans 2/ Trehosporan spp 1/
Crypiococcus neolformans 1

1

1 000 Sandida knesed 2) 7 100 Candida famata

1 010 Candida krussi * (3] T 102 Canatda albicans

1 100 Candida glabrals T 104 Candida famals

1 300 Candidla glatrala T 110 Candida troprcalis £ Canglida albicans i5)

1 402 Trchosporon spp 2 T 112 Candida albicans

1 403 Trichosporon spp 2 7 120 Candida lusitanise | Candida famala |

1 407 Trichosporow spp 2 Candida gulifermonail (6}

1412 Trichosporen spp 2 ?MSammmyma canevisiae

1 413 Trichosparan spp 2 T 204 Candida fefyr

1 418 Trchasporon spp 2 T 213 Trichosporon spp 17 G neoformans 1 {1}

1 417 Trichosporon spp 2 7 220 Candida guitiermonai ** (G5}

1 445 Trichosparan spp 2 7 234 Candida kelfpr

1 453 Trichosporon spp 2 7 241 Crypococcus mooformans 1

2 403 Trichosporan spp 2 T 243 C. neofy 17 G. nealt 2!

2 412 Trictosporon spp 2 Trichosporon spp 1 {1}

2 413 Trichosponon spp 2 7 251 Cryptagotous necformans 1

2417 Trichosporon spp 2 7 253 C. necformans 1/ Trichosporon spp 1 {1

3 000 Geotrichum spp [ Candida parapsiosiz / 7 A00 Saccharnmmyces comvising
Candids kruser * 2y 7 30 Saccharoviyces

3 001 Cryptococcys neclormans 2 - 7 312 Candidla albicans

3003 C, megformeans 2 Trichosparon spp 2 1) 7 320 Camgida guiliiermandii = (&)

3 020 Geofrichum spp 2) 7 324 Candids kel

3041 Cryplococeus heclformans 2 T 347 Cryploceccus necformans 1

3043 Cryplocoecus neoformans 2 7 351 Cryplococcus necdormans 1

3051 Cryplocoocus 2 ?413Trﬁ#nm:mspp1:f'fﬂmmnsppi

3053 Cryplocodccus neoformans 2 ?41? Trichasporan spp 1§ Trichasperon spp 2

3100 Cnnmfmm!mmﬂagfmmf mcwmmmamauwagwmww 4]
Geolrichum spp (3} T 441 C. neoformans 1/ C. necformans 2

3 241 C. neoformans 1 /S neocformans 2 T 453 Trichosporon spp 1

3251 Cryplosoccus neglfermmans 1 T 45T Trichosporon spp 1

3 402 Trehasporon sph 2 T 500 Candida lusitanize | Candida fropicalis |

3 403 Trichosporan spp 2 Candida famata {8}

3 40T Trchasporon spp 2 T 510 Candida i

3412 Trichosparan spp 2 7 512 Canaida atbicans

3443 Trichosporon spp 2 7 513 Trichosporon spp 1

3418 Trichosporan spp 2 7 520 Candida lusifaniae

3417 Trichosporan spp 2 7 530 Canaida fropicalis

3 443 Trchosporon spp 21 C, necformans 2 {1} 7 553 Trichosporon spp 1

3 453 Trchosporon spp 2 T 55T Trichosporod spp 1

3 841 Cryplococous necformans 1 7 600 Candida guilisrmonay ™ 3

3 851 Crysracoccus neafanmans 1 T 603 Trchosporon spp 1/ C. necformans 1 "y

3 653 Trichaosparon spp 1/ C. necformans 17 7 611 Trichosporon spp 1/ C. naoformans 1 1)
Trichosgaoron app 2 ] ¥ 613 Trichozporon spp 1

& 000 Candida famata | Candida parspsilosis 13) T 617 Trichosporon spp 1

= 100 Caraicla famala ?mmmmsmm" =3

5104 Camitda famata T 841 Crysdococous i

5 200 Saccharomyres caravisian ?mc.nsuﬁxmmﬂ mmospomnspp1 (1)

5 241 Gryplococcus neoformans 1 7 647 Trichosporon spp 1

§ 243 Cryplococcus neafoamans 1 7 851 C. neoformans 1/ Trichosporon spp 1 (1}

5 251 Crypltococcus neofonmans 1 T 652 Trichosporon spp 1

5 253 C. noodormans 1 | Trickasparon spp 1 (1} 7 653 Trrehesporon spp 1/ €. neoformans 1 (1}

5 300 Saccharomyces cergvisise § Candida famala {4} 7657 Trichasparan spp 1

5 641 Cryplococous neofomans 1 TETicna-onmm-cﬂrmrospamspp1 1

5 651 Cryptococcus neclormans 1 T 700 Candida guitiicamandil ** {B)

5 653 Trichosporon spp 1) C. meaformnans 1 (1) ¥ 713 Trichosporon spp 1

6 B53 Trichosporon spp 1 7 AT Trichosporen spp 1

¥ 000 Candicda parapsiosis 7 720 Camgida guifiiermanay ** {8)

T 001 Cryplococcws necformans 2

T 002 Candida atbicans

7 003 Cryplogoesus neclormans 2

T 012 Candida atbisans

T 043 O, neafonmans 21 C, neoformans 1

7 741 Cryptacoccus mecformans 1

7 781 C, neaformans 1/ Trichosporon spp 1
7 753 Trichosporan spp 1

7 757 Trichosparon spp 1

(1)

* Candida inconspicua | Candida norvegensis possible | miglich § posible F possibila / possivel / miavdy ¢ majBg ! mulig f mozliwodd
** Candida famata possible ¢ m3glich / posible ! possibile § possivel § miBavdy £ mdjlig ! mudig / modliwoss

{13cf Table 1 ¢ shehe Tabelle t 7 of Table 1/ of Tasella 1/ ofr. Quadre 1/ of Mivaxag 1/ $¢ Tabell 1/ Se Tabel 1/ pairz Tabela 1

{27 of Table 2 / giahe Tabela 2 7 of Tabia 2/ of Tatella 21 ofr. Quadre 2/ of Mivaxoeg 27 s Tabell 2/ Sa Tabal 2/ patrz Tabela 2

(2} of Tabla 3 / abehe Tabella 3/ cf Tabla 3§ of Tadella 3./ ofr. Quadre 3/ of Mivowas 3/ sa Tabell 3/ Se Taba! 3/ patrz Tabals 3

(4} cf Table 4 / shehe Taoella 4 7 of Tabla 4 / of Taballa 4 f ofr. Quadro 4 § of Mivakag 4 7 50 Tatall 4 / Se Tabal 4 1 patz Tabela 4
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Anexo VI: Procedimiento de deteccion de antigeno de H. pylori en
meconio de recién nacidos de término.

PREMIER PLATINUM

HpSA PLUS

VISUAL SECCTIORMOTOMIE TRIC SPCTTHOPHOTOME TN
SIMCLE WAVELERLUTH DUAL WAVELENCTW
FONTIVE. GEFEETE VILLOW CBLOR (450/G10NMW)
AN i A e bl Pt Cartrot COASMIN A &0C
AT — Ay | o O S ANegatwe Comot COSMRID0 «& YO
»ep o, Peossl ne e Fome Tost 00 0405 0.18) Postive Yot O0 250850 > 0920
Negatve Test O0450 < 0.140 Begatve Test 00 450630 < 8 %0
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T Nt s et o oy —
RN e Ay A o
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