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RESUMEN

Objetivos: Describir las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de la infeccion por
Helicobacter pylori segin su linaje. Metodologia: La muestra del presente trabajo se
conformo6 con 51 pacientes que se realizaron biopsia gastrica mediante endoscopia alta, en
estos se logro identificar la presencia de Helicobacter Pylori mediante la extraccion de ADN
por columnas de silica que son usadas en kits comerciales y mediante técnica de PCR de
punto final, para lo cual se usd gel de agarosa y un equipo electroforesis, los geles agarosa
fueron coloreados con Syber green, y posteriormente visualizados en un transiluminador de
luz UV. Utilizandose los primers glmM-F CCATGCACGATATTCCCTAA y glmM-R
GATAGACGATGTGATAGGGC; VacAF 5'CAC AGC CAC TTT CAA TAA CGA 3y
VacAR 5 GTC AAA ATA ATT CCA AGG G3 ; CagAF 5TTG ACC AAC AAC CAC AAA
CCG AAG3 "y CagAR 5CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTC C3'. Resultados: La
prevalencia de Helicobacter Pylori fue del 64,71% por PCR. Ademas, se identifico al gen
VACa en 26 pacientes (50,98%) y en un 21,57% de pacientes se identifico al gen cagA.
Conclusiones: Se logro identificar H. Pylori a traves de la identificacion del gen gIMm,
ademas se identificaron los linajes mas virulentos de Helicobacter Pylori con genes VacA'y
CagA, la infeccion por Helicobacter Pylori fue del 64,71% por PCR, siendo mas frecuente
en los grupos etarios de 57 a 65 afios (23,53%) y 48 y 56 afios (21,58%), y predominante en

el sexo femenino (64,71%).

Palabras clave: Helicobacter Pylori, Gen giMm, gen VAca y gen CAGa




ABSTRACT

Obijectives: Describe the clinical-epidemiological characteristics of Helicobacter Pylori infection
according to its lineage. Methodology: The sample of this work was made up of 51 patients who
underwent gastric biopsy through upper endoscopy, in which it was possible to identify the presence
of Helicobacter Pylori through the extraction of DNA through silica columns that are used in
commercial kits and through the End-point PCR, for which an agarose gel and electrophoresis
equipment will be used. The agarose gels will be colored with Syber green, and subsequently
visualized in a UV  light transilluminator. Using the  primers  glmM-F
CCATGCACGATATTCCCTAA and glmM-R GATAGACGATGTGATAGGGC; VacAF 5 CAC
AGC CAC TTT CAA TAA CGA 3 and VacAR 5GTC AAA ATA ATT CCA AGG G3 : CagAF
5TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG3 and CagAR 5'CTT CCC TTA ATT GCG AGA
TTC C3'. Results: The prevalence of Helicobacter Pylori was 69.7% by PCR. In addition, a
proportion of 17.,65% of the cagA gene, and 50,98% of the vacA gene, was established. Conclusions:
H. Pylori was identified through the identification of the glMm gene, in addition to identifying the
most virulent lineages of Helicobacter Pylori with VacA and CagA genes, Helicobacter Pylori
infection was 69.7% by PCR, being more frequent in the age groups of 57 to 65 years (23.53%) and
48 and 56 years (21.58%), and predominantly in the female sex (64.71%); Furthermore, a significant
relationship was found between the presence of VacA genes and the CagA gene with endoscopic and
clinical findings.

Keywords: Helicobacter Pylori, Gen giMm, gen VAca y gen CAGa
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INTRODUCCION

H. Pylori es una bacteria gram negativa, ureasa positiva, curvada o ligeramente espiralada,
aislada de la mucosa de pacientes con lesiones gastricas por primera vez en Australia en 1982.
Este patogeno coloniza la mucosa gastrica con mayor proliferacion en la zona del antro (1).
La infeccion por H. Pylori es actualmente considerada como la principal causa de gastritis
cronica. Diversos estudios epidemiologicos han demostrado la asociacion de la infeccion por

H. Pylori con enfermedades gastricas severas como tlcera péptica y cancer gastrico (2).

El cancer gastrico es la séptima causa de muerte a nivel mundial por malignidad y segun la
WHO, la infeccion por H. Pylori es la primera causa de cancer gastrico. De acuerdo con los
datos del Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades, el
cancer de estomago seria el segundo en frecuencia y segundo con mayor mortalidad (19,3
por 100 000), siendo mas frecuente en la zona de la sierra, con mortalidad notablemente
mayor en hombres en comparacion con las mujeres. La prevalencia del patogeno H. Pylori
en el Pert1 se encuentra, segin diversos estudios, oscilando entre 47 — 78%. La infeccion por
este patogeno se calcula afecta a la mitad de la poblacion mundial, con mayor prevalencia en
paises en desarrollo, relacionada a hacinamiento y condiciones sanitarias deficientes (3), en
estudios a nivel nacional se reporta es adquirida mayormente en la infancia, hay igual

prevalencia en las tres regiones del Per y se relaciona mas con el estrato socioeconémico

bajo (4).

La variabilidad genética del H. Pylori es alta y se ha demostrado una extrema heterogeneidad
entre las muestras aisladas mediante analisis enzimaticos multi-locus, huellas dactilares de
ADN y polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion. Varios genes de virulencia
aislados se han relacionado con la patogenicidad de H. Pylori. Se sugiere que la presencia de
estos genes de virulencia y su variabilidad modulan el riesgo de desarrollo de lesiones
malignas. Entre estos se reporta que el gen vacA, que codifica una toxina vacuolizante
excretada por H. Pylori que ocasiona dafio en la células epiteliales gastricas y presenta una
importante actividad promotora de lesiones neoplasicas (5). Los genotipos asociados al gen
vacA (gen asociado a citotoxinas) codifican una isla de patogenicidad que induce la
liberaciéon de interleucinas por las células epiteliales gastricas, pero presenta una menor
agresividad en comparacion al gen cag A (6). El gen glMm se utiliza para identificar H. Pylori
en las biopsias gastricas por su alta sensibilidad y especificidad, este gen codifica para una
fosfoglucosamina mutasa; es considerado como “house keeping” ya que participa

activamente en la biosintesis de la pared celular. La relacion entre los genes de virulencia de




H. Pyloriy los resultados clinicos en los pacientes no son completamente comprendidos, los
linajes predominantes de H. Pylori que pueden encontrarse en ubicaciones geograficas
difieren con respecto a sus estructuras genomicas. La enorme variabilidad genoémica en los
linajes de H. Pylori puede afectar la funcién y antigenicidad de los factores de virulencia
asociados con la infeccion bacteriana y resultado de la enfermedad. La finalidad de este
estudio es reportar los genes de virulencia de H. Pylori que predominaron en las muestras de
nuestra poblacién y crear una correlacion clinico-epidemiologica con los datos que se extraen

de esta, como de los procesos causados por este patogeno (7).




CAPITULO I
PLANTEAMIENTO TEORICO




1. Planteamiento Tedrico
1.1. Problema de Investigacion
1.1.1. Enunciado del problema

(Cuales son las caracteristicas Clinico-Epidemiologicas de pacientes con

sospecha de infeccion por Helicobacter Pylori segin su linaje molecular?
1.2. Descripcion del problema
1.2.1. Area del conocimiento
e Area general: Ciencias de la Salud
e Area Especifica: Medicina Humana
e Especialidad: Gastroenterologia
e Linea: Helicobacter Pylori

1.2.2. Analisis u operacionalizacién de variables e indicadores

VARIABLE INDICADOR UNIDAD ESCALA
/CATEGORIA

Edad 18-25 Cuantitativa Numeral
26-35
36-45
46-55
55-65

Sexo Masculino Cualitativo Nominal
Femenino

Lugar de Procedencia Arequipa Cualitativo Nominal
Otras ciudades




Antecedente de Helicobacter

Pylori

Presente

Ausente

Cualitativo

Nominal

Tiempo de Enfermedad

Meses

Cuantitativo

Numeral

Manifestaciones clinicas

Dispepsia

Dolor  Abdominal

Urente

Sindrome nauseosol

Cualitativa

Nominal

Hallazgos endoscopia

Hernia Hiatal

Sindrome de

Mallory Weiss
Esofagitis leve

Gastritis atréfica del

cuerpo

Gastropatia
Eritematosa de

cuerpo

Gastropatia Crénica

nodular de antro

Gastropatia
Eritematosa de

Antro

Ulceras Gastricas

Cualitativa

Nominal

Hallazgos

Anatomopatolégicos

H. Pylori

Presente

Ausente

cualitativa

Nominal

Helicobacter Pylori :

Positivo

Cualitatativo

Nominal




gen glmM Negativo
Linaje de  Helicobacter | Positivo Cualitativa Nominal
Pylori: Cag A Negativo
Linaje de  Helicobacter | Positivo Cualitativa Nominal
Pylori: Vac A Negativo

1.3. Interrogantes bisicas

e Cuales son las principales caracteristicas clinico-epidemiologicas de los

pacientes con sospecha diagnostica de Helicobacter Pylori?

e ;Cual es la prevalencia del Gen GLMm en pacientes con sospecha diagndstica de

Helicobacter Pylori?

e ;Cual es la prevalencia de los genes de Virulencia VACa y CAGa en pacientes

con sospecha diagnostica de Helicobacter Pilory?

e ;Cuales son las caracteristicas clinico epidemioldgicas de los linajes de los

pacientes diagnosticados molecularmente con Helicobacter Pvlori?

1.4. Tipo, diseiio y Nivel de Investigacion

Descriptivo, Transversal, relacional.

1.5. Justificacién del problema

1.5.1. Justificacion cientifica

Dado el impacto actual que tiene la infeccion por Helicobacter Pylori y su
relacion con el cancer gastrico, la identificacion de los linajes que circulan en

nuestra region podriamos deterinar la prevalencia de los genes de virulencia que

circulan en nuestra region (2).




1.5.2.

1.5.3.

1.54.

Justificacion social

La colonizacion de la mucosa gastrica por Helicobacter Pylori es considerado
como factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico, muchas de las
personas infectadas por esta bacteria pueden no presentar sintomatologia a lo
largo de toda su vida, sin embargo, algunos individuos desarrollan cancer
gastrico, por lo que consideramos que es importante determinar la prevalencia de
los linajes segiin los genes de virulencia que podrian estar presentes en nuestra

poblacion (2).
Factibilidad

El presente trabajo es factible porque contamos con los pacientes y las muestras

para realizar el presente estudio
Originalidad

Se encontraron pocos estudios en nuestro pais y ninguno en nuestra region que
caracterice clinica y epidemiologicamente al Helicobacter Pylori segin linaje

mediante el estudio de genes de virulencia.




2. Marco conceptual

La infeccion por Helicobacter Pylori causa gastritis cronica, que puede progresar a
patologias gastroduodenales graves, como ulcera péptica, cancer gastrico y linfoma del
tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica. H. Pylori generalmente se transmite en la
infancia y persiste de por vida si no se trata (8). La infeccion afecta a alrededor de la
mitad de la poblacion del mundo, pero la prevalencia varia segin la ubicacion y las
normas sanitarias. H. Pylori tiene propiedades tinicas para colonizar el epitelio gastrico

en un ambiente acido (9).

La fisiopatologia de H. Pylori la infeccion depende de complejos mecanismos de
virulencia bacteriana y su interaccion con el sistema inmunitario del huésped y factores
ambientales, lo que da lugar a distintos fenotipos de gastritis que determinan la posible

progresion a diferentes patologias gastroduodenales (10).
e
2.1. Helicobacter Pylori

H. Pylori infecta a casi la mitad de la poblacion mundial, con fuertes diferencias entre
areas geograficas pero con tendencias constantes hacia una incidencia decreciente .
Alrededor del 80% de las personas con infeccion por H. Pylori permanecen
asintomaticas, pero la gastritis se desarrolla en todas las personas con la infeccién con
resultados individuales impredecibles y potencialmente graves, asi como una alta

morbilidad y mortalidad (11).

H. Pylori es una bacteria gramnegativa, microaeréfila curvada o con forma de S que
es muy movil debido a un haz unipolar de flagelos envainados. La envoltura celular
tiene una estructura Gram-negativa caracteristica, pero muchos otros componentes
tienen caracteristicas inicas adaptadas al habitat de H. Pylori en el estbmago humano

(12).

En comparacion con muchas otras bacterias patogenas, H. Pylori tiene un genoma
pequefio de ~1,6 Mbp que consta de un inico cromosoma circular que codifica ~1600
proteinas. El genoma central de H. Pylori consta de ~1100 genes presentes en todas
cepas de H. Pylori, mientras que la parte accesoria restante del genoma comprende
genes que se encuentran de forma variable en subconjuntos de cepas, por ejemplo,
una gran cantidad de diversos sistemas de restriccion-modificaciéon (elementos
genéticos que brindan proteccion contra el ADN extraiio), proporcionando una

metilacion variable del ADN (13).




2.2,

Una vez que las personas adquieren la infeccion por H. Pylori , el patogeno suele
persistir durante toda su vida. La eliminacion de H. Pylori ocurre a menudo en
pacientes con gastritis atrofica avanzada. La prevalencia mundial de la infeccion por
H. Pylori en adultos ha disminuido del 50 al 55 % al 43 % durante 2014 a 2020, lo
que se atribuye principalmente a la mejora del nivel socioeconomico, el nivel de vida
y las condiciones de higiene (14). El mayor uso de antibioticos, incluidas las terapias
de erradicacion, en personas con la infeccion podria ser un contribuyente adicional.
Las rutas fecal-oral y oral-oral se consideran las rutas de transmision mas probables.
El agua contaminada puede ser una fuente de infeccion en los paises en desarrollo. H.
Pylori se puede cultivar a partir del vomito, las heces y la saliva de personas con
infeccion, lo que indica la posible transmisibilidad por estas vias. Sin embargo, se
necesitan con urgencia estudios futuros sobre las vias de transmision y su importancia

relativa (12).
Enfermedades relacionadas con la infeccion por H. Pylori

La infeccion por H. Pylori es un importante factor causal de cancer gastrico, tlcera

duodenal y tlcera gastrica (15).

2.2.1. La enfermedad de ilcera péptica (PUD)

La prevalencia de por vida de PUD en personas con infeccion por H. Pylori se
estima en alrededor del 10 %. Después de 10 afios, >11 % de las personas con la
infeccion desarrollan PUD en comparacion con el 1 % de las personas sin la
infeccion (16). En un estudio prospectivo, el riesgo de por vida de desarrollar
ulcera duodenal y Ulcera gastrica aumento respectivamente 18,4 veces y 2,9 veces

en personas con infeccion por cepas de H. Pylori positivas para cagA (15).

2.2.2. Cancer gastrico

Alrededor del 90% de los casos de cancer gastrico pueden atribuirse a la infeccion
por H. Pylori. La incidencia y la mortalidad del cancer gastrico difieren
significativamente entre regiones, con las tasas mas altas en Asia y Europa del
Este. El riesgo de por vida de cancer gastrico es del 1 al 5 % en personas con
infeccion por H. Pylori , segun el origen étnico y los factores ambientales (17).
Algunas poblaciones corren un mayor riesgo de cancer gastrico después de la
infeccion por H. Pylori, probablemente debido a factores genéticos, la situacion

de la vivienda y los habitos dietéticos, por ejemplo, un mayor consumo de




alimentos salados. Ademas, se encuentra una incidencia de cancer gastrico
sustancialmente mayor en las poblaciones indigenas de todo el mundo. Los
factores socioecondmicos, dietéticos y de estilo de vida, como el tabaquismo y la
cantidad de ingesta de sal, son factores que contribuyen al desarrollo del cancer
gastrico, pero todos estan subordinados a la presencia de infeccion por H. Pylori

(18).

2.23. Enfermedades extragastricas

La anemia ferropénica inexplicable, la deficiencia de vitamina B 12 y algunos
casos de purpura trombocitopénica idiopatica pueden estar relacionados con la
infeccion por H. Pylori. Ademas, otras asociaciones de /. Pylori se han reportado
con enfermedades localizadas fuera del estémago, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, cardiopatia isquémica, sindrome metabolico, diabetes mellitus,
enfermedades hepatobiliares, enfermedad del higado graso no alcoholico y
enfermedades neurodegenerativas, que se han atribuido a inflamacion sistémica

persistente y de bajo grado (19).

2.3. Pruebas de diagndéstico Helicobacter Pylori

Los procedimientos de diagnostico se seleccionan de acuerdo con los escenarios
clinicos. Las pruebas no invasivas con la prueba del aliento con 13 C-urea y la prueba
de antigenos en heces permiten el diagnostico de una infeccion actual. La deteccion
serologica de anticuerpos contra Helicobacter Pylori no permite diferenciar entre la
infeccion actual y la anterior por H. Pylori , lo que requiere confirmacion mediante la

prueba del aliento con 13 C-urea o la prueba del antigeno en heces (20).

Todas las pruebas invasivas se basan en muestras de biopsia de gastroscopia. Estos
permiten la evaluacion histologica para la clasificacion y estadificacion de la gastritis,
la deteccion de H. Pylori mediante PCR, cultivo microbiano, prueba rapida de ureasa
y examenes moleculares. Las pruebas de susceptibilidad a los antibioticos (AST) se
pueden realizar a partir de muestras de heces o biopsias utilizando técnicas de cultivo
microbiano, secuenciacion de proxima generacion (NGS) o PCR en tiempo real (RT-
PCR). FISH, hibridacion fluorescente in situ; qPCR, PCR cuantitativa. Helicobacter
Pylori posee un genoma de aproximadamente 1600 genes, el gen glmM esta
altamente conservado y se ha utilizado para identificar H. Pylori por su sensibilidad

y especificidad en biopsias gastricas. La diversidad genética de H. Pylori es alta entre
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24.

cepas del mismo origen geografico y es aiin mas a escala global. En México, son
pocos los estudios que destacan la importancia de la variabilidad genética de esta

bacteria, la cual es estudiada mediante técnicas moleculares (21).
Genoma del Helicobacter Pylori

Gen gIMm: Anteriormente conocido como ureC, es esencial para el desarrollo de la
pared celular bacteriana y el crecimiento de esta. El gen glMm esta altamente

conservado y se utiliza para detectar la presencia de H. Pylori en las biopsias gastricas

(7).

24.1. Genes de Virulencia

2.5.

Gen CagA: H. Pylori transfiere la proteina CagA y otros factores solubles al
citoplasma de la célula epitelial a traves de su sistema de secrecion tipo 4. CagA
activa vias de sefalizacion intracelulares que conducen a la activacion de factores
de transcripciéon que modulan la expresion de citocinas proinflamatorias, a la
infiltracion de células inmunes, al dafio en las uniones célula-célula y al cambio
en la polaridad y la permeabilidad de la cé€lula epitelial (22). La presencia de un
genotipo CagA positivo es indicador de mayor gravedad en la inflamacion de la
mucosa gastrica y mayor probabilidad de desarrollar Ulcera péptica, gastritis

cronica atrofica y adenocarcinoma gastrico (23).

Gen VacA: La toxina VacA induce vacuolizacion, apoptosis e inhibicion de la
proliferacion celular, lo que se ha relacionado con el desarrollo de procesos
tumorales, ademas, estd asociada al desarrollo de ulcera y adenocarcinoma
gastrico (22). Posee 3 tipos de cepas: slml, slm2 y s2m?2, las dos primeras muy
toxigénicas y asociadas a una enfermedad mas grave, y las s2m2, con poca

citotoxicidad (23).
Diagnéstico Molecular de Helicobacter Pilory

El diagnodstico molecular se realiza mediante estudios de genotipificacion bacteriana
que son realizados a partir de la toma de muestras gastricas por biopsia y extraccion
del ADN de las biopsias. Las muestras de ADN extraidas son almacenadas a
temperaturas especificas. Posteriormente se utilizan primers especificos para los
genes que se desea aislar y amplificar, son preparadas en gel de agarosa, coloreadas

con syber green y visualizadas por electroforesis (24).
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2.6. Linaje de Helicobacter Pylori

La asociacion del linaje genomico de H. Pylori con la informacion geografica de

donde se encuentra el patdgeno nos proporciona un mapa que permite trazar tanto la

posible transmision como la evolucion de este. Es asi como se encuentran diversos

linajes genéticos en los distintos continentes a los que se les atribuye posteriormente

una denominacion geografica, por ejemplo, el linaje africano y no africano podria

estar asociado con diferentes niveles de riesgo de enfermedad gastrica. Por tanto, los

patrones geograficos pueden vincularse de alguna manera con la posibilidad de

enfermedad clinica (25).

2.7. Analisis de antecedentes investigativos:

2.7.1.

A nivel nacional:
Autor: Gutiérrez et al.

Titulo: Identificacion de nuevas subpoblaciones de Helicobacter pylori en

nativos americanos y mestizos del Pert
Lugar y aiio de publicacion: Pert 2020

Resumen: El realizo el estudio de los genomas y metilomas de aislamientos de
H. Pylori en tres grupos de nativos provenientes de distintas comunidades
peruanas: Ashaninkas, Shimaas, Amazonas, Altiplano y Lima. Los genomas
cerrados y las llamadas de modificacion de ADN las obtuvieron mediante
secuenciacion SMRT/PacBio. Evaluaron las diferencias
genomicas/epigenomicas entre los grupos de cepas. Igualmente evaluaron el
genoma humano de todo el grupo de estudio. (incluidos los 23 donantes de cepas
de H. Pylori) para comparar los antecedentes bacterianos y del huésped. Se
identifico tres subpoblaciones de H. Pvlori correspondientes a cada uno de los
grupos nativos y una nueva hsp Europe Perti que evolucionoé en los mestizos

modernos (15).
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2.7.2.

A nivel internacional:
Autor: Giaccherini et al.

Titulo: Polimorfismos TAS2R38, infeccion por Helicobacter Pylori vy

susceptibilidad a cancer gastrico y lesiones gastricas premalignas
Lugar y aiio de publicacion: Italia, 2022

Resumen: En este trabajo se buscé analizar tres variantes del gen TAS2R38:
rs713598 (A49P), rs1726866 (V262A) y r1s10246939 (I1296V), en 2616
individuos de origen latinoamericano con lesiones desde gastritis hasta cancer
gastrico. al comparar los casos de cancer con los no cancerosos, se observo una
disminucion en el riesgo asociado con los portadores heterocigotos de
rs10246939 (P = 0,006) y rs1726866 (P = 0,003) en comparacion con los
homocigotos del alelo mas comun. Se probo las relaciones entre 0 los genotipos
TAS2R38 y el estado de cagA de H. Pylori en un subconjunto de muestras y no
se encontrd relacion alguna., mostrando una variabilidad genetica del gen

TAS2R38 en la etiologia del cancer gastrico (13).

3. Objetivos

3.1. Objetivo general:

Describir las caracteristicas clinico epidemiologicas de la infeccion por Helicobacter

pylori seglin su linaje.

3.2. Objetivos especificos

Determinar cuales son las principales caracteristicas clinico-epidemiologicas de

los pacientes con sospecha diagnostica de Helicobacter Pylori?

Determinar la prevalencia del Gen GLMm en pacientes con sospecha diagnostica

de Helicobacter Pylori?

Determinar la prevalencia de los genes de Virulencia VACa y CAGa en pacientes

con sospecha diagnostica de Helicobacter Pilory?

Determinar cuales son las caracteristicas clinico epidemioldgicas de los linajes de

los pacientes diagnosticados molecularmente con Helicobacter Pylori?
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4. Hipotesis:

Por ser un trabajo de tipo descriptivo no lleva hipotesis
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion
1.1. Obtencién de muestras gastricas

Las muestras fueron obtenidas del servicio de gastroenterologia del Hospital Carlos
Alberto Seguin escobedo, se recolectaron las muestras 51 pacientes con sospecha
diagnostica de gastritis por Helicobacter Pylori, se solicitd al médico especialista de
ESSALUD obtenga dos muestras adicionales a su procedimiento (biopsia mucosa
gastrica de Cuerpo y Antro gastrico) para ser procesada en el Laboratorio de la
Universidad Catélica de Santa Maria. Las muestras se colocaron en un tubo Ependorf
que contenia 500ul de fenol al 5% para conservar la muestra, posteriormete estas se

transportaron al laboratorio de Biologia Molecular para su procesamiento.
1.2. Técnicas
1.2.1. Extraccion de ADN

La técnica utilizada para el aislamiento de acidos nucleicos (ADN) fue el metodo
de extraccion por columnas de silica utilizando el kit Quick-DNA
Fungal/Bacterial Kits llevado a cabo acorde a las instrucciones del fabricante,
cuando el proceso fue concluido. las muestras fueron evaluadas para determinar
calidad y concentracion. La concentracion + para cada muestra fue determinada

en el mediante la tecnica de lectura en el Nanofotometro a longitudes de onda de

260 y 280 nm.

Imagen 1

Vortex para colocacion de tubo de muestras y extraccion de ADN.
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Tabla 1

Concentraciones de DNA por muestras

Concentracion

Concentracion

Concentracion

DNA (ng/uL) DNA (ng/uL) DNA (ng/uL)
Muestra Muestra Muestra
Antro-Fondo Antro-Fondo

Fonddg Antrg Fondo Antro 37 Fondo| Antro
| 26,2 225 19 36,85 2805 37 31,7 20,25
2 2585 2455 20 26,2 252 38 2235 22.30
3 35,7 209 21 33,7 2765 39 25.20 29.79
4 22,55 24 85 22 30,75 26 40 30 11,25
5 27,95 282 23 30,15 2555 41 24 35 22
6 28105 28,6 24 33,15 3295 42 234 27.85
7 272 28.85 25 28,75 256 43 26,3 24 45
8 2905 20,95 26 2975 2965 44 353 26
9 2735 27.8 27 31.7 20.25 45 38,35 263
10 262 225 28 22 35 28.30 46 279 3345
11 2585 2455 29 20 27.0 47 247 26,55
12 35,7 209 30 21.02 2125 48 32,1 32,55
13 22,55 24 85 31 24 35 12 49 31,7 30,25
14 2795 28,2 32 234 27.85 50 2235 320
15 28105 28,6 33 36,85 28 05 51 2540 280
16 272 28,85 34 26,2 252
17 2005 20,95 35 33,7 27,65
18 27,35 27.8 36 30,75 26

Al finalizar la evaluacién de las muestras se realizo la amplificacion de la region

de interés del gen GLMm mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa PCR para la evaluacion de la presencia de Helicobacter Pylori .
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Tabla 2

Cebadores para la amplificacién del gen GLMm

Tamaifio de
Gen Primers Secuencias Amplicon

(pb)
Forward

GLMm 53 AGGCGTGAAGCTCAGTGTGTG 360
Reverse

CTAGCCGTCCTGTCTCCCAGA
5 =3

Se usaron 2X PCR Taq Plus MasterMix (ABM) y primers especificos para dicho

gen, cuya secuencia se detallan en la tabla 2. La cantidad de muestra de ADN fue

de 100 ng con un volumen final por reaccion de 25 pL. Los volimenes por cada

tubo de reaccion se indican en la tabla 3. También se incluyo un control negativo

en cada corrida de PCR, donde el volumen de muestra fue sustituido por agua,

con el proposito de descartar la presencia de contaminacion durante la

amplificacién.

El programa de PCR utilizado fue de 35 ciclos bajo las condiciones de ciclaje:

Tabla 3

Preparacién de la reaccion de amplificacién

Reactivos Muestra Control Negativo
Primers 1yl 1 pl
Supermix 2X 18 ul 18 pl
ADN gendmico 2 ul -
Agua miliQ 4 ul 6 ul
Volumen final 25 ul 25 pl
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Tabla 4

Programa para la amplificacién del gen GLMm

Step Temperatura (C°) | Tiempo Ciclaje Gen
Desnaturalizacidn inicial 94 5 min Ix GLMm
Desnaturalizacién 94 30s 35x
Alineamiento 58 30s 35x
Extension 72 30s 35x
Extension final 72 10 min 1x

1.2.2.

Todos los amplicones obtenidos fueron evaluados mediante electroforesis para
determinar si el producto amplificado corresponde al peso molecular esperado.
Se prepararon geles de agarosa al 2% con el intercalante SYBR® safe DNA
(Invitrogen). Las condiciones de corrida fueron a 90V por 30 minutos en buffer
TAE 1X, el tamafio de amplicon fue confirmado utilizando un marcador de 100

pb (100bp Opti-DNA Marker ABM).
Determinacién de linaje - Gen VACa

Para la determinacion del linaje de la bacteria se requirié nuevamente realizar
reacciones de amplificacion , estas reacciones fueron hechas a partir de las
muestras anteriores pero utilizando un nuevo primer para determinar un gen
diferente en este caso el gen VACa, este gen es | de los dos que nos va a poder
permitir determinar el linaje acorde a la presencia o ausencia. El proceso de PCR
se realizd respetando las cantidades y concentraciones antes mencionadas

conservando el volumen final de 25 pL.

El primero utilizado para esta reaccion se puede observar en la tabla 5 a

continuacion:
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1.2.3.

Tabla 5

Cebadores para la amplificacién del gen VACa

Tamaio de
Gen | Primers Secuencias Amplicon
(pb)
Forward
VACa sy CACAGCCACTTTCAATAACGA
Reverse
CGTCAAAATAATTCCAAGGG 401
5—=3

Determinacion de linaje - Gen CAGa

Continuando con la misma metodologia para el proceso de reaccion en cadena de

la polimerasa se utiliz6 primers especificos para dicho gen cuya secuencia la

podemos apreciar en la tabla posterior. La cantidad de muestra se mantuvo en

100 ng utilizando también como volumen final de reaccion 25 pL. La preparacion

de la reaccion de amplificacion se llevo a cabo acorde a la tabla x. Para cada

evaluacion se considerd el uso de un control negativo el cual asegura la integridad

de la reaccion durante el proceso.

Tabla 6

Cebadores para la amplificacién del gen VACa

Gen Primers Secuencias Tamaiio de
Amplicon
(pb)
CAGa | Forward TTGACCAACAACCACAAACCGA
53 AG
Reverse
53 CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC 183

El programa de PCR utilizado fue de 35 ciclos bajo las condiciones de ciclaje:
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Tabla 7

Programa para la amplificacién del gen CAGa

T t
Step em[(}(e:l;a; ura Tiempo Ciclaje Gen
Desna}tu}m}llzacmn 04 S min Ix
inicial
Desnaturalizacion 94 30s 35x
Alineamiento 56 30s 35x CAGa
Extension 72 305 35x
Extension final 72 10 min Ix

Para la determinacion del linaje todas las reacciones de PCR fueron evaluados

mediante electroforesis en gel de Agarosa , para determinar si el producto

amplificado corresponde al peso molecular esperado. Se prepararon geles de

agarosa al 2% con el intercalante SYBR® safe DNA (Invitrogen). Las

condiciones de corrida fueron a 90V por 40 minutos en buffer TAE 1X| el tamafio

de amplicon fue confirmado utilizando un marcador de 100 pb (100bp Opti-DNA

Marker ABM).

Imagen 2

Transiluminador para visualizacién de geles de agarosa.
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Imagen 3

Equipo electroforesis

Imagen 4

Termociclador para colocacion de primer y amplificacion por PCR.
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Imagen 5

Gel de agarosa. Visualizacion del gen Cag A al transiluminador.

ANTRO

Gen : CagA F R
Muestras : 18
Temafio de amplicdn: 183 bp
Resultados: M1-M7-M10
M15-M16-M17

1.24. Obtencion de factores clinico-epidemioldgicos

Finalmente, los datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes en estudio se
recolectaron, de la historia clinica previo consentimiento informado y de forma

anonima.
2. Campo de verificacion
2.1. Ubicacién espacial

El presente trabajo se realizo en el servicio de gastroenterologia del Hospital Carlos
Alberto Seguin Escobedo y en el Laboratorios de Biologia Molecular de la
Universidad Catolica Santa Maria entre los meses de Noviembre del 2023 hasta el 30

de Enero 2024.
2.2. Ubicacién temporal

La siguiente investigacion se realizd de forma transversal, con una sola toma de
muestra para los pacientes identificados con sospecha infeccion de Helicobacter

pilori.
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2.3. Unidades de estudio

El presente estudio esta conformado por 51 muestras provenientes de la endoscopia
pacientes con sospecha diagnostica de gastritis por Helicobacter Pylori que acuden a
los servicios de gastroenterologia de ESSALUD del Hospital Carlos Alberto Seguin
Escobedo de la ciudad de Arequipa a los cuales se les solicitd endoscopia como parte

del manejo médico de su patologia (23).
2.3.1. Criterios de Inclusion
® Muestras de pacientes mayores de edad

e Muestras de pacientes con sospecha diagnostica de gastritis por Helicobacer

Pylori
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2.3.2. Criterios de Exclusion

e Pacientes que no acepten participar del estudio

Estrategia de recoleccién de datos

3.1.

3.2.

Tramite para la autorizacion de Essalud para la realizacion del estudio.
Tramite para comité de ética.

Se explicard a los pacientes el objetivo del trabajo se solicitard firmar anexo 1 (

consentimiento informado).

Se tomaran los datos epidemiologicos de las historias clinicas de los pacientes

seleccionados.
Aspectos éticos

El presente trabajo contard con la aprobacion del comité de ética de la Universidad

Catolica de Santa Maria y de Essalud (autorizacion y comite de ética)
Se expondra los detalles del estudio a los participantes.

Se contara con consentimiento informado de los pacientes.

Analisis de datos.

Se uso prucbas de estadistica descriptiva para correlacionar los factores

epidemiologicos con el linaje de Helicobacter pyl
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CAPITULO III
RESULTADOS




La infeccion por Helicobacter Pylori esta relacionada con un amplio espectro de
enfermedades que incluyen tlceras complicadas o no complicadas, gastritis atrofica, cancer
gastrico, etc. El manejo de esta patologia requiere de una colaboracién constante entre
gastroenterologos, patologos y bidlogos. La infeccion por H. Pyvlori se puede diagnosticar
mediante técnicas no invasivas de serologia, prueba de aliento con urea 13C y prueba de
antigeno en heces, histopatologia, cultivo y/o deteccién molecular mediante la identificacion
de genes especificos de esta bacteria. En el presente estudio se incluyeron 51 pacientes del
servicio de gastroenterologia del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo que se
realizaron biopsia mediante endoscopia digestiva alta, los resultados de este estudio incluyen
la descripcion de la muestra estudiada, el diagndstico clinico, endoscopico vy
anatomopatol6gico, asi como la deteccion de Helicobacter Pylori mediante PCR. También
se analiz6 la presencia de genes de patogenicidad y se identifico la asociacion entre estos

genes y los diferentes diagnosticos gastrointestinales (27).

Tabla 8
Caracteristicas Sociodemograificas de pacientes con sospecha diagnostica de

Helicobacter Pylor

CARACTERISTICA NUMERO %

EDAD

21-29 5 9.80

30-38 5 9.80

39 -47 8 15,69

48 - 56 11 21.58

57 - 65 12 23.53

66 - 72 6 11,76

73 - 81 3 588

82 - 84 1 1,96
SEXO

MASCULINO 18 25,29

FEMENINO 33 64,71
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PROCEDENCIA

AREQUIPA 43 84,31
PUNO 4 7.84
ICA 2 392
Ccusco 2 392
ANTECEDENTE HP
SI 28 54.90
NO 23 45,10
TIEMPO DE
ENFERMEDAD
19 37.24
2-5
19 37.24
6-9
12 23,52
10 -13

La Tabla 8. muestra las caracteristicas de la poblacion de estudio, se estudiaron 51 biopsias
de pacientes con sospecha diagnostica de Helicobacter Pylori a cada paciente se le tomo una
muestra de antro y una muestra de cuerpo, las edades de la poblacion de estudio se encuentra
entre los 20 y 85 afos de edad y el mayor porcentaje corresponde a los grupos etarios de 57
a 65 afios (23,53%) y 48 y 56 afios (21,58%), el sexo femenino fue el mas frecuente (64,71%),
lo que es congruente con un estudio descriptivo realizado en el Policlinico 19 de Abril y el
Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri entre el 2012 y 2016 en la Habana donde se
encontro mayor prevalencia de infeccion por H. Pylori en el sexo femenino, y con respecto
a la edad, una elevada incidencia entre los 40 y 59 afios, ademas se evidencio que mas de la
mitad de estos pacientes (66,3 %) se encontraban entre los 40 y 69 afios y que no se hallaron
pacientes menores de 20 afios (3). En cuanto a la procedencia, el 84,37% de la muestras
corresponden a pacientes que provienen de la region Arequipa seguido de pacientes que
procedian de la region Puno con un 7,84% también se atendieron a pacientes provenientes de
las regiones Cusco € Ica pero en un menor porcentaje 3,92% para ambas regiones. El 54,90%
de la poblacion de estudio tuvo antecedente de infeccion previa por Helicobacter Pylori, una
cifra acorde a que como pais subdesarrollado, presentamos una tasa de recidiva del 13%. El

tiempo de enfermedad oscila entre 2 a 13 meses (28).
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Tabla 9

Caracteristica clinicas de pacientes con sospecha diagnostica Helicobacter Pylori

CARACTERISTICA NUMERO %
Clinicas
Dispepsia 20 39,22
Dolor Abdominal Urente 19 37.25
Sindrome nauseoso 20 3922
Dispepsia - dolor abdominal urente 4 7.84
Dispepsia - Sindrome Nauseoso 10 19,61
Sindrome nauseoso - dolor abdominal 7 13.73
Endoscopicas
Hernia Hiatal 20 39,22
Sindrome de Mallory Weiss | 1.96
Esofagitis leve 5 9.80
Gastritis atréfica del cuerpo 1 1,96
Gastropatia Eritematosa de cuerpo 28 54.90
Gastropatia Cronica nodular de antro 9 17.64
Gastropatia Eritematosa de Antro 29 56,86
Ulceras Gastricas 2 392

Anatomia patolégico Diagnéstico HP
Presente 20 39.22

Ausente 31 6078

La tabla 9 evidencia las manifestaciones clinicas, se determino que los diagnosticos clinicos
mas frecuentes fueron de dispepsia y sindrome nauseoso que se presentaron en 39.22% del
total de pacientes respectivamente, similar a los datos presentados por Aliaga, J. et al. en el

2018, quienes determinaron el diagnostico mas frecuente como dispepsia (29).

Los hallazgos endoscopicos, los se obtuvieron a partir de los informes endoscopicos emitido
al momento de realizar la endoscopia, reportaron que el 56,86% de pacientes presentaron

gastritis eritematosa de cuerpo, el 54.9% presentaron gastritis eritematosa de antro, datos
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superiores a los obtenidos en otros estudios realizados en el Peru donde el hallazgo de eritema
se presentd entre el 40.2% y 45.6%; y al englobar los datos a un estudio realizado
especificamente en Lima-Per(i en una poblacion con dispepsia, en donde se menciona que el
74.7% de la poblacion presentd gastritis eritematosa (30,31). El 39.22% presentaron hernia
hiatal, el 17,64% presentaron Gastropatia Cronica nodular de antro, el 9.8% presentaron
Esofagitis leve, el 3,92% presentaron ulcera péptica, el 1.96% presentaron sindrome de
mallory weiss y gastritis atrofica del cuerpo respectivamente. Estos resultados muestran una
prevalencia baja en cuanto a tlcera péptica en contraste con otro estudio realizado por N.

Vakil et al donde la prevalencia oscila entre 5 al 10 % (32).

Por medio de la anatomia patologica se determind una prevalencia de 39.22% de infeccion
por H. Pylori en nuestra poblacion, menor en contraste con un estudio realizado el afio 2017
en Lima, Pert que determiné una prevalencia general en 63.6% similar a lo hallado en paises
como México (52.2%) y Corea (52.9%) pero menor a otros paises como China (83.4%) y

Etiopia (83.3%) (33).
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Tabla 10
Diagnéstico Molecular Helicobacter Pylori: 1dentificacion del Gen GLMm.

gen NUMERO %

GLMm Antro

Presente 20 39.22

Ausente 31 60,78
GLMm Cuerpo

Presente 17 3333

Ausente 34 66.67
GLMm Cuerpo y Antro 4 7.84
GLMm Cuerpo y/o Antro 33 64.71

En la Tabla 10. Se reporta la prevalencia del gen glMm gen especifico del Helicobacter
Pylori, esencial para el desarrollo y crecimiento, y utilizado para su deteccion en biopsias
gastricas (7). De manera general su prevalencia es mayor en la zona del antro con 39.22%,
concordante con la colonizacion predominante por el patogeno en la zona (21). La
prevalencia en la zona del cuerpo le continua en un 33.3%, en un 7.84% de pacientes se
encuentra en ambas zonas. En un 64,71% de pacientes se identifico carga bacteriana en una
y/o otra zona, siendo considerablemente mas de la mitad de la muestra, lo que nos afirmaria
una alta prevalencia, similar a la prevalencia reportada en un estudio en Peru realizado por
Rourke de 62,9 % (34), y en los rangos de prevalencia de paises en desarrollo como lo

describe Ramirez, 30 - 80% en pacientes menores de 50 afios (35).
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Tabla 11

Diagnéstico Anatomopatolégico vs Diagnéstico Molecular

Anatomia %o Diagnéstico %o
Patolégica Molecular
Presente 20 39.22 33 64,71
Ausente 31 60,78 15 3529
Total 51 100 51 100

En la Tabla 11. Se reporta la prevalencia de H. Pylori por los dos métodos en los que se
realiz6 el diagndstico: molecular y anatomo patologico. La prevalencia de H. Pylori por
diagnostico molecular es de 64,71%, siendo significativamente mayor a la hallada por
diagnostico anatomo patologico 39,22%, lo que nos permitiria afirmar que el diagnostico
molecular no solo es mas sensible sino mas especifico para la deteccién temprana de este
patogeno, ademas, los métodos moleculares son una herramienta adicional para poder

identificar resistencia a los antibidticos de H. Pylori (36).
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Tabla 12

Prevalencia de Helicobacter Pylori en muestras de pacientes con sospecha diagndéstica

de Helicobacter Pylori.
Gen NUMERO %

VACa Antro

Presente 19 37.25

Ausente 32 62,75
VACa Cuerpo

Presente 11 21,57

Ausente 40 78,43
VACa Cuerpo y Antro 4 7.84
VACa Cuerpo y/o Antro 26 50.98
CAGa Antro -

Presente 6 11.76

Ausente 45 88.24
CAGa Cuerpo

Presente 7 13,73

Ausente 44 85627
CAGa Cuerpo y Antro 2 3,92
CAGa Cuerpo y/o Antro 11 21.57

En la Tabla 12. Se describe la prevalencia del gen VacA, comunmente asociado al desarrollo
de tlcera y adenocarcinoma gastrico (22). Se determind que existe predominancia de carga
genética en la zona del antro 37,25% en comparacion del cuerpo 21,57%, ademas de un
7.84% de pacientes en los que se identifico el gen en ambas zonas. De manera global,
considerablemente en la mitad de nuestra poblacion 50,98%, se aislo el gen VacA de cuerpo
y/o antro lo que nos permite afirmar una elevada prevalencia y correlacionar su presencia con
el desarrollo de gastritis eritematosa, gastritis cronica y metaplasia intestinal como
mencionado en otros estudios realizados en nuestro medio, donde ademas se ha obtenido una

asociacion significativa entre el cancer gastrico y este genotipo de H. Pylori VacA (vacAil,
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vacAm1) (37). Por otro lado, en comparacion con un estudio realizado en Iran por Farajzadeh
Sheikh A et al y Dabiri et al donde se estudio de la misma manera la prevalencia del gen
VacA, se obtuvo un 100% de las muestras positivas, por lo que podriamos afirmar que si bien
es cierto tenemos una prevalencia alta en nuestro medio, es menor que en otras realidades

(38,39).

El gen cagA se expreso enel 21,57 % de la poblacion estudiada en las zonas de antro y cuerpo
respectivamente, en 3,92% de pacientes se presentd en ambas zonas, en comparaciéon con
otros estudios realizados por Sheikh A et al donde el gen CagA obtuvo una prevalencia de
67.7% (38), y de 69.0% en estudio realizado por Dabiri et al (39), en el presente estudio se
obtuvo significativamente una menor prevalencia. A pesar de la baja prevalencia del gen cag
A en nuestra muestra, evidenciamos una relacion con respecto a la presencia del gen cag A
con la progresion del cuadro clinico (dolor abdominal, dispepsia, nauseas) y la presencia de
lesiones mas graves (lilceras) como también se reporta en estudios realizados por Fallone
quien determind que el gen cagA estuvo presente en el 94-97 % de los sujetos con ERGE,
tlcera péptica y cancer gastrico (40), asi también Sheikh en su estudio encuentra el gen CagA
fue la mas virulenta en cancer gastrico y enfermedades de ulcera péptica en 68,2% y 50%,

respectivamente (38).
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Tabla 13

Caracteristica Epidemiolégicas por linaje de pacientes con diagnéstico Helicobacter

Pylori.
VACa CAGa
CARACTERISTICA NUMERO % NUMERO %
EDAD
21-29 2 7,69 | 9,09
30-38 3 1154 0 0
39-47 5 1923 2 18.18
48— 56 5 1923 2 18,18
57-65 7 2692 3 2728
66-72 3 1154 2 18.18
73-81 385 1 9,09
82- 84 ! 00 0 00
0
SEX0O
MASCULINO 9 3461 3 27,28
FEMENINO 17 6539 8 72,72
PROCEDENCIA
AREQUIPA 20 7693 9 82,00
PUNO 3 1154 1 9,09
ICA 1 3.85 0 00
Ccusco 2 7,69 1 9,09
ANTECEDENTE HP
SI 15 57.69 8 72,72
NO 11 4231 3 27.28
TIEMPO DE
ENFERMEDAD
2-5 9 3462 2 18,18
6-9 12 46,15 7 63.64
10-13 5 1923 2 18,18

En la Tabla 13. Se evidencia la mayor expresion de los genes Vac A (26,92%) y Cag A

(27,28%) en el grupo etario 57 — 65 afios, siendo considerablemente menor la expresion de

los genes en otros grupos etarios. Ademas, persiste la mayor prevalencia en el sexo femenino

con 65,39% para el gen vac Ay 72,72% para el gen cagA, lo que nos permite establecer una

relacion entre el sexo femenino y el desarrollo de cuadros posiblemente mas graves debido a

estos factores de virulencia del patogeno.

En cuanto a la procedencia, este estudio fue establecido en el Hospital Carlos Alberto Seguin

Escobedo de Arequipa por lo que la mayoria de pacientes atendidos proceden de la ciudad y
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los restantes son referencias de ciundades en las proximidades (Puno, Ica, Cusco). Se encontro
que nuestra poblacion de Arequipa tuvo una prevalencia de 76,93% para el gen Vac Ay 82%
para el gen CagA, que resulta considerablemente mayor a la de los pacientes procedentes de
otras ciudades, por otro lado resultaria no significativo ya que este estudio ha sido enfocado
a una poblacion local, y la muestra de otras ciudades no es suficiente para generar una
relacion. Dentro de los hallazgos de los pacientes procedentes de las ciudades Puno, Ica y
Cusco, se hallé una mayor prevalencia del gen Vac A en comparacion al gen Cag A, lo cual
es congruente con otros estudios donde se ha encontrado una prevalencia de hasta 76.9% del

gen VacA superior al gen CagA (38).

En relacion a la presencia de antecedente de H. pylory se encontro una mayor prevalencia de
ambos genes Vac A (57,69%) y Cag A (72,72%) en los individuos que si lo presentaban, lo
que concuerda con estudios realizados sobre la persistencia de este patogeno en la mucosa
gastrica, principalmente en la zona de antro, a pesar de la aplicacion de distintos esquemas
antibioticos generando una infeccion persistente, o bien se menciona estos genes de
virulencia facilitan las condiciones al patogeno para nuevas oportunidades de infeccion en

un mismo individuo. (39).

Se mostro una elevada prevalencia para ambos genes en los pacientes que se presentaron con

un tiempo de enfermedad de 6-9 meses, siendo para Vac A (46,15%) y Cag A (63,64%).
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Tabla 14

Caracteristica clinicas por linaje de pacientes con diagnéstico Helicobacter Pylori.

VACa:26 muestras CAGa: 11 muestras
) NUME NUMER
CARACTERISTICA RO Y 0] Yo
Clinicas
Dispepsia
Dolor Abdominal Urente 61,53
) 16 9 81381
Sindrome nauseoso 34,61
o . 9 2 18,18
Dispepsia - dolor abdominal 61,53
urente 16 4 36.36
. . , 7,69
Dispepsia - Sindrome 346 2 7.84
TCe0c 1
Nauseoso 9 s 3 18.18
Sindrome nauseoso - dolor 19,23 00
abdominal 3 0 ’
Endoscopicas
Hernia Hiatal
Sindrome de Mallory Weiss 5
Esofagitis leve 13 50,00 0 4545
Gastritis atrofica del cuerpo I 3.84 1 00
Gastropatia Eritematosa de 1 384 | 9.09
cuerpo 0 0,0 9.09
Gastropatia Crénica nodular 16 61.53 3 45 45
de antro 4
36.36
Gastropatia Eritematosa de 4 15,38 5
Antro 13 50,00 4545
. 0
Ulceras Gastricas 1 384 00
Anatomia patolégico Diagnéstico
HP
Presente 19 73,09 7 3922
Ausente 7 26,91 4 60,78

En la Tabla 14. Se relaciono la expresion de genes con la clinica, el gen VacA se relacioné en
un 61,53% con dolor abdominal urente y en 61,53% con dispepsia asociado a dolor
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abdominal urente, mientras que el gen CagA se relaciono en un 81,81% con dolor abdominal
urente y en 36,36% con dispepsia asociado a dolor abdominal urente, con lo que podemos
afirmar existe una clara correlacion entre la expresion de estos factores de virulencia y la

manifestacion de estos sintomas clinicos.

La expresion de genes se relaciono ademas con los hallazgos endoscopicos, es asi que el gen
CagA tuvo una prevalencia del 45,45% en los pacientes con gastropatia eritematosa de
cuerpo, 45,45% en pacientes con gastropatia eritematosa de antro y 45,45% en pacientes con
hernia hiatal, no encontrandose una relacion significativa entre el en CagA y los hallazgos
endoscopicos. De lo contrario se determino que existe relacion significativa entre el gen vacA
y hallazgos endoscopicos con una prevalencia del 61.53%, siendo mayor la presencia que la
ausencia del gen en Gastropatia Cronica nodular de antro, ademas una prevalencia del 50,0%
en hernia hiatal y del 50,0% en gastropatia eritematosa del antro, y del 3,84% en ulcera

gastrica en comparacion al 0% hallado en el gen cagA.

En relacion con los hallazgos anatomopatologicos la presencia del gen CagA, se encontrd
una prevalencia de 60,78% cuando el diagnostico de la AP indico que no se encontraba H.
Pylori en la muestra, por otro lado se indica una prevalencia del gen VacA 26,91% cuando de
forma similar la AP se indicé que no se encontraba H. Pylori en la muestra, mientras que
cuando en la AP confirmaba la presencia de H. Pylori se halld una compatibilidad de 73,09%
para el gen vacA y 39,22% para el gen cagA, por lo que podriamos evidenciar que el

diagnostico molecular es un método mas sensible y especifico para la deteccion de la bacteria.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

CONCLUSIONES

La prevalencia de H. Pvlori por diagndstico molecular es de 64,71%,
presentindose mayormente asociado a diagnosticos endoscopicos como
gastritis eritematosa de cuerpo en 56,86% de pacientes y gastritis eritematosa
de antro en el 54.9% de pacientes, datos superiores a los obtenidos en otros
estudios realizados en el Pert, y a diagnosticos clinicos mas frecuentes como
dispepsia y sindrome nauseoso que se presentaron en 39.22% del total de
pacientes respectivamente. El diagnostico de infeccion por H. Pylori es mas
frecuente en el género femenino con 64,71% y en grupos etarios de 57 a 65

afos (23,53%) y 48 y 56 afos (21,58%).

Se logré identificar molecularmente H. Pylori mediante el gen glMm,

reportando una prevalencia en nuestra poblacion de 64,71%

Se identifico las dos cepas mas virulentas de Helicobacter Pylori con genes
VacA y CagA siendo mas prevalente la cepa con el gen VacA en 50,98% y del
21,57% del gen CagA.

El linaje VACa y CAGa se identifico con mayor frecuencia e el grupo etareo
de 55 — 67 aflos con porcentajes de 26,92 y 27,28 %, el sexo femenino
predemino con 65,39% para el Gen Vaca y 72,72% para el gen CAGa, la
dispepsia y sindrome emetico se presento con mayor frecuencia y el hallazgo
endoscopito mas frecuente en ambos linajes fue la gastropia eritematosa de

cuerpo y antro.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la realizacion de mas estudios que aprueben protocolos para el uso del

diagnostico molecular de H. Pylori en la practica diaria.

Se recomienda realizar mas estudios en poblaciones peruanas para la deteccion de genes

de virulencia relacionados al desarrollo de cancer gastrico.

Se recomienda la promocion de la deteccion temprana de H. Pylori y la importancia de

su erradicacion en la prevencion del desarrollo de lesiones premalignas y cancer gastrico

Se recomienda para futuros estudios la deteccion de otros posibles alelos de los genes

Vac Ay Cag Ay sus efectos nocivos en los tejidos gastricos.
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Anexo 1

Ficha de recoleccion de datos

1. EDAD:
2. SEXO:
3. DIAGNOSTICO

DIAGNOSTICO MOLECULAR:

DIAGNOSTICO ANATOMIA PATOLOGICA:
4. TIEMPO DE ENFERMEDAD:
5. ANTECEDENTE DE HELICOBACTER PYLORI
6. MANIFESTACIONES CLINICAS

a) Sindrome Ulceroso
b) Sindrome hemetico
¢) Sindrome dispéptico.

d) Hemorragia digestiva alta
7. NUMERO DE LESIONES

a) Unica
b) Doble
c) Mualtiple.

8. TIPO DE ULCERA
a) Duodenal
b) Gastrica
¢) Combinada.

9. ACTIVIDAD DE LA ULCERA
a) Presente
b) Ausente

10. METAPLASIA INTESTINAL
a) Presente
b) Ausente

11. Linaje

a)Cag A
b) VacA
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Anexo 2

Consentimiento Informado

TITULO DEL | Caracterizacién Clinico-Epidemioldgica de pacientes con infeccién
ESTUDIO por Helicobacter Pylori segtin su linaje molecular. HNCASE
INVESTIGAD | VALENTINA MARIA JOSE RAMOS ALVAREZ

OR

INSTITUCION | UNIVERSIDAD CATOLICA SANTA MARIA

FECHA 7 JULIO 2023

Propdsito del estudio:

Estamos invitdandolo a participar en un estudio donde se realizarin estudios moleculares para conocer
los diferentes linajes de Helicobacter Pylori identificados molecularmente en nuestra regidn.

Procedimientos:
Si usted acepta a participar en el estudio se le realizard lo siguiente:

1. En caso de someterse a una endoscopia ififlicada por su médico tratante, se le tomara

una biopsia adicional la que serd llevada al laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Catdlica de Santa Maria para la extraccion de ADN para determinar molecularmente la presencia de
Helicobacter Pylori y determinar posteriormente su linaje.

2. Se solicitard su historia clinica para obtener datos de filiacién (edad, sexo, procedencia,
antecedentes familiares), otros examenes de laboratorio y evolucién de su enfermedad.

3. Los resultados obetnidos serdn al médico tratante del drea de gastroenterologia del

Hospital III Essalaud Yanahuara Arequipa.

Riesgos:

No tendrd ningun riesgo adicional al ya explicado por su médico tratante del procedemiento que se le
va a realizar.

Beneficios:

El beneficio que obtiene es informacién detallada de los genes activados asociados a la
enfermedad y que en muchos casos son determinantes de la severidad de la misma, asi como
informacién respecto a la poblacién de su flora intestinal, la cual es indispensable para una mejor
respuesta a su tratamiento medico y generalmente para una mejor calidad de vida. Cabe resaltar que
usted no se verd comprometido a realizar ningtin tipo de remuneracién econémica por el estudio.

Costos y compensacion

La investigacién no presenta ningtn costo que deba ser cubierto por usted, ni para la entrega de
resultados, el estudio es financiado por el fondo del proyecto del Vicerrectorado de Investigacidn
UCSM: el investigador principal no brindara ningiin pago por las muestras.

Confidencialidad:

El equipo de investigacién se compromete a guardar la informacién con cédigos y no con nombres.
Si los resultaos de este seguimiento son publicados, nos e mostrard ninguna informacién de caricter
personal que permita su identificacién o de otros participantes del estudio.

Uso futuroe de la informacion obtenida (seccién aplicable también para almacenamiento de
muestras bioldgicas

Una vez procesada su muestra (biopsia) esta serd descartada segtin las normas de bioseguridad.
Derecho del participante
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Si usted decide participar en este estudio, podra retirarse de este en cualquier momento, o no
participar en una parte del estudio sin dafio alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor
pregunte al personal del estudio o 1lame a:

* Valentina Maria Jose Ramos Alvarez 940186649
« Cecilia Manrique Sam 989 687 151

El presente estudio ha sido evaluado por el Comité de Investigacién de 1a Universidad Catélica de
Santa Maria y por el Comité de Etica Essalud.

DECLARACION Y CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo las actividades en las que participaré
si decido ingresar al estudio, también entiendo que puedo retirarme en cualquier momento.

Nombre completo del participante:

N° Documento de Identidad:

Firma del participante:

Nombre completo del investigador:

N° Documento de Identidad:

Firma del Investigador:

Fecha y hora:
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Caracterizacion Clinico-Epidemioldgica de pacientes con
infeccion por Helicobacter Pylori segun su linaje molecular.
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