Supplementary Materials:
S1. Primers for PCR assays

Table S1. Primers used for confirmation of species and study of virulence of Helicobacter pylori

Gene Primers 5’- 3’ Size (bp) mT°C References

RNA 165 27 F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1350 53.0 [26]
RNA1651392R  GGTTACCTTGTTACGACTT

ureCF AGCTATAAAGTCGGCGAGAG 224 57.0 [27]
ureC R ATTGCACCCGTTAGGCTCAT

vacA s1/s2 F ACAACAAACACACCGCAAAA  s1=249s2=276 54.2 *
vacA s1/s2 R GCTTGAATGCGCCAAACT

vacA m1/m2 F CAATCTGTCCAATCACGAG m1=567 53.1 [2]

vacA m1/m2 R GCGTCAAAATAATTCCAAGG m2=642

iccA1F GGGCGATTGAATATGATGGT 225 52.5 *
iccATR GCAACCGCATGGATATTTTC

iccA2 F CGGGITGTTTTGAGGGTAAA 313 53.2 *
icckA2 R AGCAACAATATGCCCATCAG

cagA F CAGTGGCTAAAGCAATGGGC 1119 56.0 *
cagA R CATTTTCCCTCGCCAAGCAG

* Primers designed exclusively for the study in the MEGA 6 program, validated in the NCBI database and
manufactured by IDT (Integrated DNA Technologies, USA).

$2. Virulence H. pylori characterization



Table S2. Characterization of the virulence of Helicobacter pylori strains, including s
and m alleles of vacA and A1 and A2 of iceA alleles, colonizing in the different gastric

epithelium status.

Total NL L Injuries
Virulence n=75 n=46 n=29
p Value

genes NEL EL AtL

n=11 n=14 n=3
vacA 75(100) 46 (100) 29 (100)  0.407 11 (100) 14 (100) 3 (100)
slml 23 (30.67) 12 (26.09) 11(37.93) 0.369 3(7.27) 5(35.72) 2(66.67)
slm?2 7 (9.33) 3 (6.52) 4 (13.79)  0.108 3(2727) 1(7.14)
s2ml 8 (10.67) 5(10.87) 3(10.35) 0.980 1(9.09) 2 (14.28)
s2m?2 29 (38.67) 19 (41.30) 10 (34.48) 0971 4 (36.36) 5(35.72) 1(33.33)
m indet 3 (4.00) 2 (4.35) 1(3.45) >0.999 1(7.14)
s indet 5 (6.67) 5 (10.87)
iceA 38 (50.67) 19 (41.30) 19 (65.52) 0.340 7(63.64) 8(57.14) 3 (100)
Al 14 (36.84) 8(42.10) 6(31.58) 0.947 2(28.57) 2(25.00) 1(33.33)
A2 20 (52.63) 8(42.10) 12(63.15) 0.197 5(71.43) 5(62.50) 2 (66.67)
Al/A2 4(10.52) 3(15.80) 1(5.27) >0.999 1(12.5)
cagA 34 (45.33) 20 (43.48) 14 (48.27) >0.999 3(27.27) 8(57.14) 2(66.67)

NL= Non lesion; L= Lesion; NEL= Non-erosive lesion; EL= Erosive lesion; AtL= Atrophic lesion; Comparison
between variables according to the Chi-square test. Virulence genes determined by DNA amplification for vacA,
cagA and iceA genes by Polymerase Chain Reaction PCR assay, and PCR-RFLP polymorphic restriction assay for

confirmation of vacA s, m alleles, visualized in gel agarose (Cleaver Scientific. Rugby, UK). The status of the

gastric tissue was determined according to the report of the endoscopic observation. Statistical significance p<0.05.



S3. Mainly virulence profiles of H. pylori strains.

Observing the combinations of these genes (Figure S1), it can be seen that in NL tissues, the
strains that express only the vacA gene predominated (n=17, 36.96%), condition that is modified
in EL, where the profile that brings together the three vacA, cagA, iceA genes, detected,
predominates in five isolates (35.71%), but not in NEL, in this group VacA+*IceA* strains
predominated or only VacA* present in the same number of biopsies (n=4, 36.36% for each one,
respectively), no found VacA*CagA- isolates and two isolates (66.67%) presented the three vacA-
cagA, iceA genes and vacAsIml and iceAl alleles, this profile is also predominant in AtL, in this
group, three biopsies were studied, two colonized by VaAslml1+CagA*lceAl* strains (n=2,
66.67%).



eVacA*CagA*lceA* 21.74% (n=10)
Asim1*CagA*lceAl* 10.00% (n=1)
eVacA*CagA* 21.74% (n=10)
*VacA*lceA* 19.56% (n=9)
*VacA* 36.96% (n=17)

Non Lesion
n=46. 61.33%

eVacA*CagA*lceA* 35.71% (n=5)
acAslm1*CagAtlceAl* 20.00% (n=1)
eVacA*CagA* 21.43% (n=3)
*VacAtlceA* 21.43% (n=3)
*VacA* 21.43% (n=3)

Erosive Lesion
n=14. 18.67%

eVacA*CagA*lceA* 27.27% (n=3)
Vel S GV S T MaeAsIm1tCagAticeAlt 66.67% (n=2)
n=11. 14.67% *VacA*lceA* 36.36% (n=4)
*VacA*36.36% (n=4)

*VacA*CagA*lceA* 66.67% (n=2)
Atrophic Lesion acAslm1*CagA*lceA2* 100% (n=2)
n=3. 4.0% *VacA*lceA* 33.33% (n=1)
eVacAs2m2*iceAl* 100% (n=1)

Advanced Lesion

1.1.33% eVacA*CagAticeA* 100% (n=1)
n=1. 1. ()

acAslml*CagA*lceAl* 100% (n=1)

Figure S1. Distribution of vacA, cagA, iceA genes in H. pylori isolates obtained from gastric
biopsies.
n=number of H. pylori strains. %= Distribution in percentage of the averages. Virulence genes
determined by DNA amplification for vacA, cagA and iceA genes by PCR method, and PCR-RFLP
polymorphic restriction assay for confirmation of vacA s and m alleles visualized on agarose gel
(Cleaver Scientific. Rugby, UK). The gastric tissue status was determined according to the report of

the endoscopic observation. Statistical significance p<0.05.

S4. Ethical Aspects

S4.1. Informed consent.



Approved by the Scientific Ethics Committee of the Universidad de La Frontera, Chile

(Protocol no. 028/18).

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyectos: Evaluacion del perfil de virulencia y resistencia a antibidticos en
Helicobacter pylori como determinantes de la severidad de lesiones gastricas
y eventual falla terapéutica (FONIS SA1610197).
Asociacion de la virulencia de cepas de Helicobacter pylori con la
severidad de las lesiones gastricas en modelos in vivo e in vitro. Papel de la
progranulina en la evolucién de las lesiones (CONICYT N° 21171513).
Financiamiento: Fondo Nacional de Investigacion y Desarrollo en salud — Beca Doctorado

Nacional CONICYT.

El presente documento contiene preguntas y respuestas respecto al estudio del cual ha sido
invitado a participar. Consulte cualquier duda que tenga al respecto, en el momento de aceptar
participar o cuando estime conveniente acercandose a alguno de los investigadores que participaran
del estudio. Este documento sera presentado y explicado a usted por el personal perteneciente al
estudio, en el Hospital Herndn Henriquez Aravena o en la Clinica Alemana de Temuco.

Usted es invitado a participar en este estudio, porque su doctor le indicé una endoscopia
digestiva alta debido a los sintomas digestivos que presenta, como dolor, acidez, malestar;
o bien por tener familiares con historia de enfermedades géastricas.

1. ;Cudl es el objetivo de lainvestigacion a la cual se me hainvitado a participar?

Mucha gente tiene una infeccidn bacteriana en el estbmago por un organismo conocido como
Helicobacter pylori. Esta bacteria puede causar enfermedad del estémago y duodeno, como Ulcera,
gastritis, duodenitis, cancer gastrico, linfoma MALT de bajo grado de malignidad. Sin embargo, no
todos los que estan infectados se enferman.

El propdsito de esta investigacion es identificar la bacteria Helicobacter pylori y determinar su
capacidad de causar lesiones y su comportamiento frente a los actuales esquemas de tratamiento
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en pacientes con sintomas digestivos. Al mismo tiempo se evaluara si algunos factores relacionados
al individuo que esté infectado por esta bacteria, como edad, sexo, factores genéticos, ascendencia
mapuche, nivel socioeconémico y algunos habitos de vida, se pueden asociar con la presentacion
clinica de enfermedades gastricas.

2. ¢Quiénes realizaran esta investigacion?

La investigacién sera desarrollada por un grupo de investigadores de la Universidad de La
Frontera, del Hospital Hernan Henriquez Aravena y de la Clinica Alemana de Temuco, quienes
estaran liderados por la Dra. Ménica Pavez Aguilar y la Sra. Claudia Troncoso Mufioz, investigadoras
principales de los proyectos (Universidad de La Frontera).

3. ¢Por qué he sido seleccionado para participar en esta investigacion?

Para realizar esta investigaciéon, es fundamental contar con la participacién de pacientes que
vayan a ser sometidos a una endoscopia digestiva alta, ya que independiente de su cuadro clinico,
existe una alta probabilidad de encontrar en su muestra a la bacteria Helicobacter pylori, objeto de
nuestro estudio.

4. ;En qué consiste mi participacién?

Si acepta participar de esta investigacién, miembros del estudio le haran una encuesta para
registrar antecedentes personales y clinicos relevantes, como edad, sexo, enfermedades que le
hayan sido diagnosticadas con anterioridad y otras preguntas para identificar factores de riesgo que
pudiera presentar. Igualmente, integrantes del equipo le realizaran algunas preguntas para
determinar habitos de vida como consumo de alcohol y tabaco y de consumo alimentario.

Segun indicacion de su médico tratante, se le realizar4 una endoscopia digestiva alta. Este
procedimiento ya incluye la toma de muestras de tejido del estdbmago (biopsia) para una
determinacion rapida de H. pylori (test de ureasa) y el estudio de lesiones, adicionalmente le
solicitamos, si usted decide participar en este estudio, la toma de dos muestras adicionales del
mismo tamafio con fines de investigacion. Cabe destacar, que dichas determinaciones no tendran
costo adicional para usted. A la vez, se le solicita su autorizacion para revisar informacion necesaria,
desde su ficha clinica y nos permita luego cruzar estas informaciones con la finalidad de concretar
el estudio.

5. ¢Puedo no participar de la investigacion?
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Usted puede decidir libremente su participacion. El que no participe de nuestro estudio no tendra
ninguna consecuencia negativa para usted.

6. Si acepto participar, ¢Puedo arrepentirme después de haber comenzado el estudio?

Si, usted podra comunicar su decisién de no continuar participando en cualquier momento de la
investigacion. Para ello, debe dirigirse a las investigadoras principales Dra. Ménica Pavez A. y Sra.
Claudia Troncos Mufoz, quien realizara el proceso de eliminacion del material biologico
correspondiente a sus muestras. Vea datos de contacto mas abajo en este documento.

7. ¢, Quériesgos podré experimentar en este estudio y como podran ser minimizados?

Los riesgos asociados al procedimiento de endoscopia digestiva alta son independientes de si
participa o no de la investigacion y le seran informados por el personal médico a cargo.

Las biopsias del estbmago le tomardn unos minutos al doctor y no le causara dolor. En ocasiones
puede haber un pequefio sangrado en el sitio donde se toma la biopsia. Sin embargo, el sangrado
es muy escaso y no tendrd ninguna consecuencia futura para usted. Es importante recalcar que la
endoscopia con las tomas de muestras de rutina para el procedimiento endoscépico se realizard
aun cuando usted decida no participar del estudio, por lo que la toma de muestras adicionales al
estudio no genera ningln riesgo adicional para usted.

8. ¢, Qué haran los investigadores con la informaciéon obtenida?

Todos los datos son absolutamente confidenciales. A los tubos que transportaran su muestra se
les asignara un codigo. Los datos obtenidos se analizaran de manera grupal, sin identificar a quien
corresponde cada medicion. Los hallazgos de esta investigacién seran divulgados a través de
publicaciones cientificas y podran ser utilizados por el Estado para fines publicos, sin hacer mencion
personal a su participacion en el estudio. Sin embargo, usted podra pedir la informacion relacionada
a su muestra en cualquier momento de la investigacion. Para ello, podra contactarse con la
investigadora responsable Dra. Monica Pavez A. quien le hara llegar por escrito la solicitud de la
informacion requerida por usted.

9. ¢ Qué beneficios obtendré después de participar en el estudio?

En el caso que su médico tratante le haya solicitado una endoscopia digestiva alta incluyendo
una biopsia y test rapido de ureasa, nuestro estudio no le entregara informacién nueva que sea
relevante para su diagndéstico, en los casos en que el resultado de este test sea negativo. En el caso
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de que este ensayo dé un resultado positivo, se le entregara un informe con el resultado del test de
susceptibilidad, si éste es solicitado por el paciente, el cual podra ser compartido con su médico
tratante para la evaluacién de su tratamiento.

La mayor parte de los resultados de esta investigacion no reportaran un beneficio directo para
usted, sin embargo, el andlisis global de los datos podra contribuir en el conocimiento de los factores
de riesgo que conllevan a enfermedad del estémago, lo cual podra beneficiar a un gran nimero de
personas.

10. ¢ Recibiré dinero por participar?

No. Su participacion es totalmente voluntaria y no remunerada.

11. ¢Con quién me puedo comunicar para resolver dudas u obtener informacién sobre
los resultados de la investigacion?

Usted puede comunicarse con los investigadores principales del estudio, la Dra. Ménica Pavez
A. y la Sra. Claudia Troncoso Mufioz quienes lo podra atender en horario de 9:00 a 17:00 hrs. en
dependencias de la Universidad de La Frontera, en Av. Alemania 0458, cuarto piso, Laboratorio de
Biologia Molecular Aplicada. También puede contactarse al teléfono +56 452592802 o al correo

electrénico monica.pavez@ufrontera.cl, troncosomunozc@gmail.com.

12. ¢ Quién guardaréa este consentimiento informado?

Le entregaremos una copia a usted. Otra copia sera archivada en el Laboratorio de Biologia
Molecular Aplicada, Centro de Medicina Traslacional de la Universidad de La Frontera.

13. ¢ Qué sucederéd con las muestras de biopsia una vez finalizada la investigacién?

Tanto durante como después del estudio, las muestras y datos podran ser almacenados en el
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada, Centro de Biomedicina - Universidad de La Frontera
(Av. Alemania N°0458) por un periodo no superior a 5 afios, siendo la investigadora responsable
(Dra. Monica Pavez A.) la encargada de su almacenamiento. Estas muestras no seran utilizadas
con fines comerciales, solamente podran ser usadas en estudios futuros relacionados a los objetivos
de este proyecto, siempre que usted lo autorice.

14. Si tengo dudas de mis derechos como participante del estudio, ¢a quién puedo

dirigirme?


mailto:monica.pavez@ufrontera.cl

Usted puede dirigirse en cualquier momento a la encargada de este estudio, Dra. Ménica Pavez
A., cuyos datos de contacto fueron detallados anteriormente en este documento. Asi mismo,
cualquier reclamo, comentarios o preocupaciones relacionadas con esta investigacion o preguntas
sobre sus derechos al participar en el estudio, Usted puede dirigirse al Presidente del Comité Etico
Cientifico de la Universidad de La Frontera, Dr. Milko Jorquera, Fono: +56 - 452734114, email:
cec@ufrontera.cl, o concurrir personalmente a las oficinas del Comité ubicadas en calle Av.
Francisco Salazar N°01145, Temuco, Pabelldn B, 1°Piso, Sector Vicerrectorias en horario de 09:00

a 13:00 hrs — 14:30 a 17:00 hrs.

54.2. Acta of the informed consent and certificate of approval by the Scientific Ethics Committee of the

Universidad de La Frontera, Chile (Protocol no. 028/18).

ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaro que he sido informado (a), y estoy de acuerdo con los objetivos y andlisis que seran
realizados en los estudios “Evaluacion del perfil de virulencia y resistencia a antibiéticos en
Helicobacter pylori como determinantes de la severidad de lesiones gastricas y eventual falla
terapéutica” y “Asociacion de la virulencia de cepas de Helicobacter pylori con la severidad
delas lesiones gastricas en modelos in vivo ein vitro. Papel de laprogranulinaen laevolucion
de las lesiones” en los cuales estoy participando voluntariamente y que son ejecutados por
investigadores de la Universidad de La Frontera, Clinica Alemana de Temuco y Hospital Hernan
Henrique Aravena.

Ademas, conozco en que consiste mi participacion en él. En relacion con ello, acepto:

- Dar respuesta a un cuestionario y autorizar a los investigadores participantes el acceso a

revision de la ficha clinica para cruzar la informacion necesaria segun los objetivos del estudio.




- Que se me tomen dos biopsias de mucosa gastrica destinada a cultivo in vitro para la busqueda
de la bacteria H. pylori y estudios genéticos asociados, como parte del procedimiento endoscopia

digestiva alta solicitada por mi médico tratante.

- El almacenamiento y utilizacién de las muestras obtenidas del procedimiento de endoscopia
para las determinaciones propuestas en los objetivos planteados y en estudios futuros relacionados

a estos proyectos por un periodo no superior a cinco afios.

o
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-Que el personal encargado de la investigacion se contacté en el futuro, para dar el

consentimiento a nuevos estudios.

51 Mo

En relacidon con los resultados del estudio, se me asegura que seran realizados de forma
confidencial y se me comunicaran de forma escrita por el investigador a cargo, en caso de que yo
los solicite. También se me ha informado de los alcances y/o beneficios que puedan obtenerse una
vez finalizado el trabajo. Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una publicacion
cientifica guardando estricta confidencialidad.

Comprendo que la presente investigacién no tendra costo monetario o similar para mi persona
y que puedo abandonar la investigacién en el momento que yo lo estime conveniente, sin acarrear
ningun tipo de perjuicio. Doy fe de que los procedimientos del estudio han sido explicados a plenitud
por el personal en terreno

] (ST - T También se me

Nombre participante Firma

Fecha
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Nombre Investigador Firma

Fecha

Director del establecimiento Firma

Fecha
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