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RESUMEN

Introduccion: El adenocarcinoma gastrico se considera la séptima causa de
muerte por malignidad en la region las Américas. A nivel nacional, la
cancerizacion del tejido estomacal corresponde a la primera causa de mortalidad
asociada con lesiones neoplésicas. Helicobacter pylori (H. pylori) es una patégeno
comun en humanos y responsable de una variedad de enfermedades
gastrointestinales como gastritis, ulcera gastroduodenal, linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosas y cancer gastrico. La prevalencia de infeccion por H. pylori
en Per( alcanza entre 45% a 83%, observandose que en los ultimos 15 afios no se
ha modificado en los estratos socioeconémicos medio/alto y se ha incrementado
en aquellas poblaciones con déficit socioeconémico y carencias de servicios de
salud. Segun la casuistica del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN) el 89.6% de los casos con adenocarcinoma gastrico presentan la infeccion
por el patégeno H. pylori. La interaccion de factores de virulencia presentes en H.
pylori promueven cambios moleculares sobre la mucosa epitelial géstrica que se
traducen en lesiones de riesgo de desarrollo de cancer vy, es posible que, los tipos
de lesiones precancerosas observadas entre pacientes con infeccion por H. Pylori
en Per( se relacionen a marcadores moleculares de virulencia presentes en el
genoma de las cepas de H pylori circulantes en nuestro medio, lo que permitiria
identificar patrones de riesgo de lesiones gastricas graves entre pacientes con
infeccion por H. pylori. Algunos genes relacionados a factores de virulencia de H.
pylori se asocian con el incremento de riesgo de enfermedad neoplasica; tal como,
el gen de la citotoxina vacuolizante A (vacA) que codifica para la secrecion de la

proteina toxigénica VVacA, la citotoxina relacionada al gen A (cagA) que confiere



una potente actividad proinflamatoria y mitogenica a H. pylori, el gen asociado a
ulceracion inducido por interaccion con el epitelio (iceA) y el gen babA2, de
adhesion a antigenos de grupo sanguineo, que permiten la interaccion del
patdgeno con la superficie de las células géstricas. Pero, los reportes de
tipificacion del gen cagA son adn insuficientes en nuestro medio y, la deteccién
de genes de virulencia relacionados al gen iceA y al gen babA2, asi como, la
tipificacion y sub-tipificacién del gen vacA aln no se ha descrito. Por lo que
resulta una necesidad no solo conocer la variabilidad y la distribucion de las cepas
virulentas de H. pylori en nuestro entorno sino también explorar de forma masiva
caracteristicas moleculares basadas en el viruloma y resistoma de los genomas
completos de aislados de H. pylori y su impacto sobre los hallazgos
histopatoldgicos de mucosa epitelial gastrica en pacientes infectados que
presentan la lesiones precancerosas tipo metaplasia intestinal.

Preguntas de investigacion: 1) ¢La lesion precancerosa metaplasia intestinal
sobre la mucosa epitelial gastrica estd asociada a la deteccién convencional del
genotipo cagA(+)/vacAslaml en las cepas de Helicobacter pylori aisladas de
pacientes dispépticos peruanos?; 2) ¢La lesidén precancerosa metaplasia intestinal
sobre la mucosa epitelial gastrica esta asociada a la variante genética EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl en el genoma completo de cepas aisladas de H. pylori
determinada mediante tecnologias de secuenciacion de ultima generacion
provenientes de pacientes dispépticos peruanos?

Metodos: Los datos analizados provienen de un estudio primario conformado por
una cohorte de 500 pacientes con dispepsia y cepas aisladas de H. pylori

criopreservadas en el biobanco del Laboratorio Centinela de Helicobacter pylori



del Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt (IMTAvVH),
enrolados y colectados entre el afio 2016 y 2017 en el Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Cayetano Heredia. En la primera investigacion, el
disefio fue de tipo transversal y utilizo los registros de casos con dispepsia
diagnosticados para la infeccion por H. pylori y sus aislados criopreservados
correspondientes. Los aislados procedentes del criobanco fueron reactivados y se
extrajo su ADN gendmico. En las muestras, se amplifico el ADN de H. pylori
mediante PCR convencional para la deteccion de factores de virulencia del
patdgeno. Se analizo la asociacion entre los estados de enfermedad segun gastritis
cronica no atrdfica y la presencia de lesiones precancerosas tipo metaplasia de los
pacientes con infecciébn por H. pylori frente al genotipo de virulencia
cagA(+)/vacAslaml, y mediante un modelo lineal generalizado con enlace log,
distribucion binomial y varianza robusta, se estimé la razon de prevalencias;
también se analiz6 la asociacion de la deteccion de los motivos EPIYA-A, EPIY A-
B y EPIYA-C; los alelos s1, s2, i1, i2, d1, d2, m1, m2 y subtipos sla, s1by slc
del gen vacA, los alelos 1 y 2 del gen iceA y el gen babA2 frente al estado clinico
de metaplasia intestinal de los casos en estudio. En la segunda investigacion, de
tipo exploratoria, se utilizo el reporte histopatoldgico de los casos con infeccion
por H. pylori y sus cepas aisladas correspondientes. Las cepas aisladas fueron
reactivadas, se extrajo y purifico el ADN genomico. Las muestras se secuenciaron
mediante tecnologias de ultima generacion y se obtuvo el genoma completo de los
aislados. Se analiz6 la asociacion entre la variante genética de virulencia EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl y la presencia de lesion precancerosa tipo metaplasia

intestinal, se estimd la razon de prevalencias mediante un modelo lineal



generalizado con enlace log, distribucién binomial y varianza robusta; también se
tipifico el viruloma y resistoma para los genes relacionados con citotoxinas, genes
de adherencia, genes moduladores de respuesta inmune y genes de resistencia
antibiotica.

Resultados: En la primera investigacion fueron incluidos 158 casos con dispepsia
e infeccion por H. pylori, el 36.7% de los aislados presentd el genotipo
cagA(+)/vacAslaml y el 38.6% de los pacientes presentd hallazgo histopatoldgico
de metaplasia intestinal. Se encontré evidencia significativa que la prevalencia de
aislados con genotipo cagA(+)/vacAslaml fue 67% mayor en los pacientes con
metaplasia intestinal respecto a los pacientes con gastritis cronica no atrofica (RP:
1.67; 1C95%: 1.13 a 2.45). Este resultado fue similar en el analisis multivariado
luego de ajustar por sexo y edad (RP: 1.81; 1C95%: 1.25 a 2.61; p<0.05). También
se observo asociacion significativa del genotipo de riesgo de la region variable del
gen cagA (RP: 1.56; 1C95%: 1.02 a 2.41; p<0.05), y de la region media (RPa:
2.22; 1C95%: 1.01 a 4.99; p<0.05) y la region intermedia (RPa: 1.94; 1C95%: 1.05
a 3.58; p<0.05) del gen vacA, frente al hallazgo histopatoldgico de metaplasia
intestinal. En la segunda investigacion se incluyeron 49 casos con sintomas de
dispepsia que presentaron infeccion por H. pylori, el 12.2% de los genomas
completos secuenciados correspondio a la variante genética EPIYA-
ABCCl/vacAslamlildl y el 57.1% de los casos presentd diagnostico
histopatoldgico de metaplasia intestinal. Se observé que la prevalencia de la
variante genética de virulencia fue 77% mayor en pacientes con metaplasia
intestinal respecto a los casos con gastritis cronica no atrofica, el hallazgo fue

significativo (RPa: 1.77; 1C95%: 1.13 a 2.77; p<0.05). Se observo que los genes



de adhesinas babB/hopT (RPa: 1.19; 1C95%: 0.70 a 2.04), hopZ (RPa: 1.49;
IC95%: 0.87 a 2.56) y sabB/hopO (RPa:1.41; 1C95%: 0.91 a 2.17) fueron
prevalentes entre los casos con metaplasia intestinal, pero la evidencia no fue
estadisticamente significativa. También hubo evidencia significativa que la
prevalencia de aislados de H. pylori resistentes a macrdlidos fue 92% mayor en
pacientes con metaplasia intestinal respecto a los casos con gastritis crénica no
atréfica (RPa: 192; 1C95%: 1.24 a 3.11; p<0.05).

Conclusiones: Se logra tipificar por PCR convencional los factores de virulencia
de aislados de H. pylori procedentes de pacientes con sintomas de dispepsia, y se
encontrd evidencia que el genotipo cagA(+)/vacAslaml presenta un efecto de
riesgo en el desarrollo de metaplasia intestinal entre pacientes con dispepsia que
presentan la infeccion por H. pylori. Las repeticiones del motivo EPIYA-C en la
region variable del gen cagA se asocian a lesiones precancerosas en los pacientes
peruanos con dispepsia, y los polimorfismo virulentos en el gen vacA muestran un
efecto de riesgo en el desarrollo de lesiones graves sobre la mucosa epitelial
gastrica, sin embargo estos polimorfismos no mostraron una asociacion
significativa a excepcion de las variantes ml e il del gen. Ademas, se logrd
secuenciar y obtener genomas completos de calidad de los aislados de H. pylori
mediante técnicas de secuenciacion de ultima generacion, fue posible tipificar un
mayor numero de factores de virulencia y determinar variantes genéticas para la
integridad del gen cagA y el gen vacA. Hubo evidencia de que la variante genética
EPIYA-ABCC/vacAslamlildl se relaciona a la lesion precancerosa, y que la
frecuencia de estos aislados fue predominante entre los diagndsticos

histopatologicos de metaplasia intestinal. Se logrd tipificar el resistoma de los



asilados de H. pylori y permitié caracterizar a las cepas circulantes como
microorganismos resistentes a farmacos macrolidos y quinolonas. En adicion, al
considerar limitaciones al explorar la relacion genotipo — fenotipo la viabilidad de
las cepas aisladas de H. pylori es un factor crucial dado que la bacteria es un
microrganismo fastidioso de crecimiento lento que emplea un cultivo
microbiologico nutricionalmente exigente, que en muestras provenientes de un
biobanco compromete su capacidad de reactivacion y/o obtencién de densidad
suficiente para estudios moleculares, no afectando a las técnicas moleculares
convencionales de genotipificacion de regiones cortas de genes pero si afectando
la calidad de secuencias con mayor cobertura aplicados al estudio del genoma
completo del microorganismo. Finalmente, ambos estudios aportan evidencias
importantes del riesgo de la presencia de factores moleculares de virulencia
presentes en las cepas aisladas de H. pylori circulantes en nuestro medio y su
relacion con las lesiones severas de tipo metaplasia intestinal sobre la mucosa
epitelial gastrica de pacientes peruanos con sintomas de dispepsia, y se sugiere
que ambos topicos continlen estudidndose a fin de disponer informacion de
utilidad terapéutica y reducir los casos de cancer gastrico en nuestra poblacién.
PALABRAS CLAVES

HELICOBACTER PYLORI, FACTORES DE VIRULENCIA, GENOMA

COMPLETO, NEOPLASIAS GASTRICAS. (DeCS/BIREME)



ABSTRACT

Introduction: Gastric adenocarcinoma is considered the seventh leading cause of
death by malignancy in the Americas region. In Per(, cancerization of stomach
tissue is the leading cause of mortality associated with neoplastic lesions.
Helicobacter pylori (H. pylori) is a common pathogen in humans and is responsible
for a variety of gastrointestinal diseases such as gastritis, gastroduodenal ulcer,
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma and gastric cancer. The prevalence
of H. pylori infection in Peru ranges from 45% to 83%, and in the last 15 years it
has not changed in the middle/high socioeconomic strata and has increased in those
populations with socioeconomic deficit and lack of health services. According to
the casuistry of the National Institute of Neoplastic Diseases (INEN), 89.6% of
cases with gastric adenocarcinoma are infected by the pathogen H. pylori. The
interaction of virulence factors present in H. pylori promote molecular changes on
the gastric epithelial mucosa that translate into lesions at risk of developing cancer,
and it is possible that the types of precancerous lesions observed among patients
with H. pylori infection in Peru are related to the molecular virulence markers
present in the genome of H. pylori strains circulating in our environment, which
would allow us to identify patterns of risk of gastric lesions. Pylori infection in Peru
are related to molecular markers of virulence present in the genome of H. Pylori
strains circulating in our environment, which would allow us to identify patterns of
risk of severe gastric lesions among patients with H. pylori infection. Some genes
related to virulence factors of H. pylori are associated with increased risk of
neoplastic disease, such as the vacuolizing cytotoxin A (vacA) gene that encodes

for the secretion of the toxigenic protein VVacA, the cytotoxin A-related gene (cagA)



that confers a potent proinflammatory and mitogenic activity to H. pylori, the gene
associated with ulceration induced by interaction with the epithelium (iceA), and
the gene babA2, for adhesion to blood group antigens, which allows the interaction
of the pathogen with the epithelium-interaction-induced ulceration-associated gene
(iceA) and the blood group antigen-binding gene babA2, which allow the pathogen
to interact with the gastric cell surface. However, the reports of cagA gene typing
are still insufficient in our environment and the detection of virulence genes related
to the iceA and babA2 genes, as well as the typing and subtyping of the vacA gene
have not yet been described. Therefore, it is necessary not only to know the
variability and distribution of virulent strains of H. pylori in our environment but
also to massively explore molecular characteristics based on the virulome and
resistome of the complete genomes of H. pylori isolates and their impact on the
histopathological findings of gastric epithelial mucosa in infected patients who
present precancerous lesions such as intestinal metaplasia.

Research questions: 1) Is the precancerous lesion intestinal metaplasia on the
gastric epithelial mucosa associated with the conventional detection of the
cagA(+)/vacAslaml genotype in Helicobacter pylori strains isolated from
Peruvian dyspeptic patients? 2) Is the precancerous lesion intestinal metaplasia on
the gastric epithelial mucosa associated with the EPIYA-ABCC/vacAslamlildl
genetic variant in the whole genome of H. pylori isolates determined by next-
generation sequencing technologies from Peruvian dyspeptic patients?

Methods: The data analyzed come from a primary study comprising a cohort of
500 patients with dyspepsia and cryopreserved H. pylori isolates in the biobank of

the Helicobacter pylori Sentinel Laboratory of the Alexander von Humboldt



Institute of Tropical Medicine (IMTAVH), enrolled, and collected between 2016
and 2017 in the Gastroenterology Service of the Cayetano Heredia Hospital. In the
first investigation, the design was cross-sectional and used the records of cases with
dyspepsia diagnosed for H. pylori infection and their corresponding cryopreserved
isolates. Isolates from the sample bank were reactivated and their genomic DNA
was extracted. In the samples, H. pylori DNA was amplified by conventional PCR
for the detection of virulence factors of the pathogen. The association between
disease states according to chronic non-atrophic gastritis and the presence of
metaplasia-type precancerous lesions in patients with H. pylori infection against the
virulence genotype cagA(+)/vacAslaml, and using a generalized linear model with
log linkage, binomial distribution and robust variance, the prevalence ratio was
estimated; the association of the detection of the EPIYA-A, EPIYA-B and EPIYA-
C motifs was also analyzed; s1, s2, i1, i2, d1, d2, m1, m2 and subtypes sla, s1b and
slc of the vacA gene, alleles 1 and 2 of the iceA gene and the babA2 gene against
the clinical state of intestinal metaplasia in the cases under study. In the second
investigation of an exploratory type, the histopathological report of the cases with
H. pylori infection and their corresponding isolated strains were used. The isolated
strains were reactivated, and genomic DNA was extracted and purified. The
samples were sequenced using state-of-the-art technologies and the complete
genome of the isolates was obtained. The association between the virulence genetic
variant EPIYA-ABCC/vacAslamlildl and the presence of intestinal metaplasia-
type precancerous lesion was analyzed, the prevalence ratio was estimated using a

generalized linear model with log link, binomial distribution, and robust variance;



the virulome and resistome were also typed for genes related to cytotoxins,
adhesion genes, immune response modulator genes and antibiotic resistance genes.
Results: In the first investigation 158 cases with dyspepsia and H. pylori infection
were included, 36.7% of the isolates had the cagA(+)/vacAslaml genotype and
38.6% of the patients had histopathological findings of intestinal metaplasia.
Significant evidence was found that the prevalence of isolates with
cagA(+)/vacAslaml genotype was 67% higher in patients with intestinal
metaplasia than in patients with chronic non-atrophic gastritis (PR: 1.67; 95%Cl:
1.13 to 2.45). This result was similar in the multivariate analysis after adjusting for
sex and age (PRa: 1.81; 95%CIl: 1.25 to 2.61; p<0.05). Significant association of
the risk genotype of the variable region of the cagA gene (PR: 1.56; 95%CI: 1.02
to 2.39; p<0.05), and of the middle region (PRa: 2.22; 95%CI: 1.01 to 4.99; p<0.05)
and intermediate region (PRa: 1.94; 95%CI: 1.05 to 3.58; p<0.05) of the vacA gene,
against the histopathological finding of intestinal metaplasia was also observed. In
the second investigation, 49 cases with dyspepsia symptoms presenting H. pylori
infection were included, 12.2% of the complete genomes sequenced corresponded
to the EPIYA-ABCC/vacAslamlildl genetic variant and 57.1% of the cases
presented histopathological diagnosis of intestinal metaplasia. It was observed that
the prevalence of the virulence genetic variant was 77% higher in patients with
intestinal metaplasia compared to cases with chronic non-atrophic gastritis, the
finding was significant (PRa: 1.77; 95%CI: 1.13 to 2.77; p<0.05). The adhesin
genes babB/hopT (PRa: 1.19; 95%CI: 0.70 to 2.04), hopZ (PRa: 1.49; 95%CI: 0.87
to 2.56) and sabB/hopO (PRa:1.41; 95%CI: 0.91 to 2.17;) were prevalent among

cases with intestinal metaplasia, but the evidence was not statistically significant.



There was also significant evidence that the prevalence of macrolide-resistant H.
pylori isolates was 92% higher in patients with intestinal metaplasia relative to
cases with chronic non-atrophic gastritis (PRa: 1.92; 95%Cl: 1.24 to 3.11; p<0.05).
Conclusions: We were able to type by conventional PCR the virulence factors of
H. pylori isolate from patients with dyspepsia symptoms and found evidence that
the cagA(+)/vacAslaml genotype presents a risk effect in the development of
intestinal metaplasia among patients with dyspepsia presenting with H. pylori
infection. The EPI'YA-C motif repeats in the variable region of the cagA gene are
associated with precancerous lesions in Peruvian patients with dyspepsia, and the
virulent polymorphisms in the vacA gene show a risk effect in the development of
severe lesions on the gastric epithelial mucosa; however, these polymorphisms did
not show a significant association except for the m1 and il variants of the gene. In
addition, it was possible to sequence and obtain quality complete genomes of H.
pylori isolates using next-generation sequencing techniques, to type a greater
number of virulence factors and to determine genetic variants for the integrity of
the cagA gene and the vacA gene. There was evidence that the EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl genetic variant is related to precancerous lesion, and that
the frequency of these isolates was predominant among histopathological diagnoses
of intestinal metaplasia. The resistome of H. pylori isolates was typed and allowed
characterizing the circulating strains as microorganisms resistant to macrolide and
quinolone drugs. In addition, considering limitations in exploring the genotype-
phenotype relationship, the viability of the isolated strains of H. pylori is a crucial
factor given that the bacterium is a fastidious, slow-growing microorganism that

uses a nutritionally demanding microbiological culture, which in samples from a



biobank compromises its ability to reactivate and/or obtain sufficient density for
molecular studies, not affecting conventional molecular techniques for genotyping
short regions of genes but affecting the quality of sequences with greater coverage
applied to the study of the complete genome of the microorganism. Finally, both
studies provide important evidence of the risk of the presence of molecular
virulence factors present in the isolated strains of H. pylori circulating in our
environment and their relationship with severe intestinal metaplasia type lesions on
the gastric epithelial mucosa of Peruvian patients with symptoms of dyspepsia, and
it is suggested that both topics continue to be studied in order to have useful
therapeutic information and reduce the cases of gastric cancer in our population.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Generalidades sobre el patogeno Helicobacter pylori

La Proteobacteria H. pylori es un microorganismo que pertenece a la familia
Helicobacteraceae del orden Campylobacteriales (1). Es wuna bacteria
gramnegativa microaerofilica, espiral o helicoidal, flagelada con tamafio de 2.4 um
a 3.5 um de longitud y de 0.5 um a 1 um de didmetro, presenta un penacho de 2 a
6 flagelos unipolares de 3 um de largo que la facultan de movilidad y le permiten
colonizar y persistir en el epitelio de la mucosa gastrica (2, 3). La bacteria tiene la
capacidad de generar una transicion de su forma tipica helicoidal a una forma
cocoide, forma viable pero no cultivable, la cual le brinda ventajas para su
supervivencia en el entorno de la cavidad gastrica (4).

H. pylori es un patdgeno bacteriano fastidioso y de crecimiento lento, su cultivo in
vitro es nutricionalmente exigente y responde a patrones bioquimicos positivos para
catalasa, oxidasa y ureasa (5, 6). La bacteria es capaz de sintetizar biopeliculas que
juegan un rol en su persistencia, supervivencia y/o resistencia al tratamiento
antibidtico en su huésped o medio ambiente (7).

En el afio de 1994 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mediante la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) catalogd al patogeno H. pylori
como agente causal de lesiones neoplasicas malignas en el tejido gastrico (8, 9). Se
conoce que H. pylori es un patdgeno exitoso en la colonizacion de células epiteliales
gastricas y juega un rol esencial en un espectro de enfermedades en el tejido
estomacal e intestinal que incluye gastritis atrofica, Ulcera péptica, linfoma de tejido

linfoide asociado a mucosa y adenocarcinoma gastrico. Los mecanismos de



transmision persona a persona tanto fecal-oral y oral-oral son posibles formas de
exposicion al patogeno H. pylori y, en adicién, se conoce de su deteccion en
sistemas de agua potable de baja salubridad (10, 11). Se estima que la prevalencia
infeccion a nivel global es ~30% en los paises desarrollados y de ~85% en los
paises en desarrollo, donde afecta principalmente a poblaciones con caracteristicas

socioecondémicas mas desfavorecidas (12).

1.2.  Gendmicay diversidad de Helicobacter pylori

En 1997 fue reportado el primer genoma secuenciado de H. pylori, la cepa se
denomino 26695, considerado el genoma de referencia del patégeno, y presenta un
cromosoma circular compuesto de 1.67 Mpb con un 39% de G+C que incluye 1587
genes (13). En la actualidad, se conoce que el tamafio del genoma de H. pylori varia
de entre 1.5 Mpb a 1.7 Mpb y se compone de ~1900 secuencias codificantes de las
que se han reportado 1590 genes con un tamafio aproximado de cada gen de 945pb
(14, 15).

La versatil adaptacion de H. pylori al hospedero humano, se sugiere, se debe a su
alta frecuencia de eventos de mutacion y de recombinacion genética respecto a otros
microorganismos bacterianos (16). Estos eventos genéticos han permitido un grado
extraordinario de heterogeneidad, diversidad y variabilidad genética en el patdgeno
facilitando su adaptacion a nichos especificos a través de una larga coevolucién con
su hospedero, que permite distinguir poblaciones bacterianas mediante patrones
genéticos que explican la migracién y el establecimiento territorial en la historia

humana (17, 18).



A pesar, de la alta diversidad alélica y variabilidad genética observada en las cepas
de H. pylori, el patbgeno muestra un patron genéticamente estructurado que exhibe
una consistente correlacion de las poblaciones genéticas, las relaciones
filogeogréficas y distribuciones geograficas distintas entre las cepas provenientes
de pacientes con la infeccion. Los patrones genéticamente estructurados permiten
la identificacion de siete principales grupos acorde a poblaciones geograficamente
diferenciadas asignadas como hpEurope, hpAfrical, hpAfrica2, hpAsia2,
hpNEAfrica, hpSahul y hpEastAsia, donde la poblacion hpEastAsia se subdivide
en las poblaciones hspEAsia, hspMaori y hspAmerind (19-21).

En Perd, a partir de aislados provenientes de la comunidad amerindia Shimaa en
zonas remotas de la Amazonia se ha reportado cepas hspAmerind que se relacionan
con las cepas asiaticas hpEastAsia. Mientras que en una zona rural de Lima se ha
reportado un desplazamiento progresivo de las cepas hspAmerind por cepas
hpEurope (22-24). La comparacion de genomas de regiones cultural y
geogréficamente distintas, provenientes de las comunidades Ashaninkas y Shimaa
en la Amazonia, de los andes en Puno y mestizas en Lima, sugieren la identificacion
de una nueva poblacion denominada hspEuropePeru. Esta nueva poblacion de
cepas peruanas ha mostrado tener una ascendencia de las cepas hspAmerind, pero
con una mayor presencia de elementos relacionados a genes de virulencia y
patogenicidad (25). Eventos similares se han descrito para cepas provenientes de
Colombia y Nicaragua que muestran una ascendencia de las poblaciones hpEurope
y hpAfrical, sugiriendo los linajes evolutivos independientes hspEuropeColombia

y hspAfricalNicaragia respectivamente (26, 27).



1.3.  Patogénesis de la infeccion por Helicobacter pylori

En la mayoria de los casos la infeccién por H. pylori se presenta como una infeccion
cronica asintomatica y se sugiere que la bacteria se adquiere a muy temprana edad
debido al contacto intrafamiliar persona-persona (28, 29). La fase clinica de la
infeccion es variable y se puede manifestar como ulceracién gastrica o duodenal
que progresa a atrofia gastrica y posteriormente a adenocarcinoma gastrico o
linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (30, 31).

H. pylori es una bacteria capaz de adaptarse a las condiciones extremadamente
acidas del entorno gastrico lo que le permite establecer una infeccion persistente y
desregular los mecanismos de respuesta inflamatoria del hospedero, a través de
alteraciones de las vias de sefializacion y modificaciones epigenéticas en las células
de la mucosa epitelial (32). Estos mecanismos de supervivencia se acompafan de
una actividad ureasa intrinseca que le facilita tamponar la acidez del entorno
gastrico, de la presencia de flagelos que la disponen de una movilidad hacia las
células epiteliales, de la presencia de adhesinas que facilitan la interaccion con los
receptores de membrana del hospedero y finalmente de un dafio tisular mediado por
toxinas y oncoproteinas (12, 33).

Se conoce que la interaccion de factores de virulencia presentes en H. Pylori se
relacionan a las lesiones precancerosas observadas sobre el tejido epitelial gastrico
de los pacientes con infeccion. De forma independiente algunos genes asociados a
factores de virulencia de H. pylori se relacionan con el incremento de riesgo de
enfermedad; tal como, el gen de la citotoxina vacuolizante A (vacA) que codifica
para la secrecion de la toxina VacA. La toxina VVacA puede adherirse a la membrana

de las células epiteliales gastricas e inducir perdida de estabilidad, vacuolizacion y



necrosis celular. No obstante, las variaciones atribuidas al polimorfismo del gen
vacA generan diferencias de actividad vacuolizante entre cepas de H. pylori,
debidas a las diferencias alélicas para las regiones sefial (s1 o0 s2), media (m1 o m2)
y; recientemente identificadas la region intermedia (il 0 i2) y los alelos d1/d2 que
refieren a una delecion de un fragmento de 81 pares de bases (bp) del gen (34, 35).
La presencia de los alelos sim1 para el gen vacA en cepas de H. pylori estarian
asociadas con un mayor riesgo de desarrollo de cancer gastrico (Odds ratio [OR]:
1.75) respecto al genotipo s1m2 (OR: 0.81) y el genotipo s2m2 (OR: 0.62) (36).

La citotoxina relacionada al gen A (cagA), corresponde a un factor de virulencia
putativo de H. pylori que confiere una potente actividad proinflamatoria y
mitogénica al patégeno, y que de forma independiente al gen vacA se asocia con el
riesgo de desarrollo de lesiones cancerosas (OR: 2.82). Similar a la toxina VacA, la
actividad de la proteina CagA podria modificarse en base a polimorfismos presentes
en su region c-terminal, que contiene repeticiones de motivos catalogados como
EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala). Los motivos EPIY A podrian categorizarse segun el
tipo de motivo (EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-Cy EPIYA-D) y segun el nimero de
repeticiones del motivo EPIYA-C (EPIYA-ABC, EPIYA-ABCC, y otros). Las
cepas de H. pylori que presentan un tnico motivo EPIYA-C (OR: 7,3) se asocian a
un menor riesgo de desarrollo de adenocarcinoma gastrico respecto a aquellas cepas
de H. Pylori que presentan dos o mas repeticiones del motivo EPIYA-C (OR: 12)
(37, 38). Ademas, el riesgo de desarrollo de cancer gastrico entre pacientes
infectados por H. pylori aumenta cuando se detectan de forma simultanea genotipos
virulentos cagA y vacA (cagA(+)/vacAslml; OR: 4,8), y la frecuencia de variantes

conocidas de riesgo de desarrollo de lesion severa alcanza un 67,5% entre pacientes



infectados por H. pylori con diagnostico histopatolégico de metaplasia intestinal
(39, 40).

En adicion al efecto de citotoxicidad de los genes mencionados, la virulencia de H.
pylori esta relacionada con su capacidad de interaccion con el epitelio gastrico. El
gen de H. pylori asociado a ulceracion (iceA), inducido por interaccion con el
epitelio, es un factor de virulencia que presenta dos variantes alélicas iceAl y iceA2.
La variante iceAl del gen es clinicamente relevante dada su relacion con los
hallazgos de ulcera péptica, mostrando un OR de 2.06 de riesgo de desarrollo de
adenocarcinoma gastrico. Ademas, el gen babA2, de adhesion a antigenos de grupo
sanguineo, presente en algunas cepas de H. pylori permite la interaccion del
patdgeno con el epitelio gastrico. La interaccién promovida por los productos del
gen babA2 se relacionan a riesgo de progresion de gastritis atrofica y cancer gastrico
(OR: 6.32) (41-43).

La diversidad de los genes de virulencia en cepas de H. pylori permite observar
posibles asociaciones con la severidad de los hallazgos sobre la mucosa epitelial de
los pacientes con infeccion; no obstante, la variabilidad observada entre aislados de
H. pylori es un determinante en el riesgo de desarrollo de malignidad del tejido
epitelial gastrico. En Perd, segun Boehnke et al, 2017 en un Hospital Nacional de
la ciudad de Lima, la frecuencia de cepas de H. pylori cagA positivas estaria
presente en el 100% de los pacientes con infeccion, y segun Flores et al, 2017 la
frecuencia de cepas H. pylori cagA positivas representaria el 91.5% de los casos
con infeccidn en la ciudad de Trujillo. En adicion, en ambos estudios el 100% de

los casos presentd un perfil de cepas H. pylori vacA sl positivas. Estas



observaciones reflejan un potencial riesgo de desarrollo de adenocarcinoma

gastrico entre individuos con infeccién por H. pylori en Peru (44, 45).

1.4.  Tratamiento y resistencia antibiotica en la infeccion por Helicobacter
pylori

La OMS a través de la IARC propuso y recomendd desde el afio 2013 que el
tratamiento frente a infeccion por H. pylori permitiria evitar el desarrollo de
lesiones severas asociadas a malignidad del tejido estomacal en pacientes con la
infeccion (46). El tratamiento frente a la infeccion consiste en el empleo de dos o
méas antibiodticos (47, 48) como claritromicina, levofloxacino, metronidazol,
amoxicilina, tetraciclina, doxiciclina, furazolidona y/o rifabutina, que se combinan
con un inhibidor de la secrecion de acido gastrico (Inhibidores de la bomba de
protones — IBP o Antagonistas del receptor Hz) o un protector de mucosa epitelial
gastrica basado en un preparado de bismuto (49, 50).

El régimen terapéutico definitivo frente a la infeccién por H. pylori no se ha
definido y segun la combinacién de farmacos el régimen podria denominarse dual,
triple convencional basada en claritromicina, triple con levofloxacino,
concomitante, secuencial, hibrido, cuadruple con bismuto o misceldneo (51). El
consenso Maastricht en su sexta version recomienda que el régimen terapéutico a
eleccion debe proponerse en base al mapa microbioldgico de resistencia antibiotica
de H. Pylori a fin de demostrar una eficacia local ,y sugiere que es razonable
recomendar que las pruebas de susceptibilidad (genotipica o fenotipica) se realicen
de forma rutinaria, incluso antes de prescribir el tratamiento de primera linea, con

respecto a la administracion de antibidticos a fin de establecer una terapia



personalizada (52). Segun Rokkas et al, 2022 la terapia personalizada ha
demostrado una eficacia superior al tratamiento empirico con OR 2,07 para una
eficacia de erradicacion >90% (IC 95% 1,53-2,79) (53).En Peru en los altimos 20
afios, la eficacia del tratamiento de la infeccidn por H. pylori basado en el réegimen
triple convencional empleando claritromicina ha disminuido de 93% a 71.2% (54),
es de considerar que un valor aceptable de eficacia para un protocolo frente a
infeccion debe ser superior al 85% (8, 46). Se conoce que las principales causas de
fracaso terapéutico frente a la infeccion por H. pylori se debe a la resistencia del
patdgeno a los antibioticos y a la falta de adherencia al régimen terapéutico (52,
55). Segun Camargo et al, 2014 la resistencia antibiotica de H. pylori y la falta de
respuesta al régimen convencional sugiere enfatizar la necesidad de programas de
vigilancia microbiologica apropiados, mejores regulaciones en el uso de
antibidticos y una mayor conciencia publica sobre la utilizacion de farmacos (56).
A nivel local, los reportes de resistencia antibiotica del patégeno H. Pylori son
heterogéneos. Estas variaciones se observan dadas las diferentes estrategias de
evaluacion de susceptibilidad empleadas (Métodos de difusion en disco, métodos
de microdilucion en agar, métodos de epsilometria “E-test” métodos de
microdilucion en caldo y métodos basados en reaccion en cadena de la polimerasa
“PCR test”) (57, 58) v, se desde el afio 2016 se han reportado tasas de resistencia
antibidtica para levofloxacino de 51% a 68%, metronidazol 52% a 67%,
amoxicilina de 7% a 57%, tetraciclina de 4% a 6.7% y claritromicina de 34% a 50%
(44, 59-61).

La capacidad de H. pylori para evitar la accion de los antibioticos sobre sus dianas

farmacologicas se relaciona a eventos genéticos de tipo deleciones, inserciones,



mutaciones sin sentido o mutaciones con cambio de marco de lectura (62). También
se han descrito mecanismos relacionados a una reduccion de la concentracion
intracelular del farmaco debido cambios en la permeabilidad a los antibidticos a
través de la membrana del patdgeno, relacionados con la expresion de proteinas de
membrana externa, proteinas de eflujo o la sintesis de biopeliculas (63-65). Es de
considerar, que solo algunas mutaciones han demostrado causalidad de forma
experimental mediante la transformacion de aislamientos fenotipicamente sensibles
a fenotipos resistentes a antibidticos (62).

En relacion con el mecanismo farmacoldgico de los antibidticos que acttian sobre
H. pylori y sus mecanismos moleculares de resistencia, se conoce que la subunidad
23S del ARNr bacteriano es blanco farmacoldgico de macrolidos y las mutaciones
en las posiciones 2142 y 2143 del gen del ARNr 23S se relacionan con fenotipos
resistentes a claritromicina. En Per(, se han reportado transiciones de adenina a
guanina en las posiciones 2142 y 2143 del gen de ARNr 23S en frecuencias que
varian de 34% a 45% (59, 61). En adicion, mutaciones en la subunidad menor
ribosdmica bacteriana relacionada el gen de ARNr 16S, blanco terapéutico de la
tetraciclina, no se han reportado en muestro medio. También se han reportado las
mutaciones N871 (30%), N87K (21%) y D90G (21%) en el gen gyrA, el gen gyrA
codifica parala ADN girasa que es blanco farmacologico del farmaco levofloxacino
que pertenece a la familia de las quinolonas (61, 66).

El mecanismo molecular de resistencia antibidtica al profarmaco metronidazol se
ha conferido por cambios estructurales y de expresion en las enzimas relacionadas
con su activacion, que implican al gen rdxA que codifica para la nitroreductusa

NAPDH independiente de oxigeno y al gen frxA que codifica para una flavin



oxidoreductasa (67). En nuestro medio, se ha reportado una frecuencia de 6% para
la mutacion R16H/C sobre el gen de rdxA (66). La resistencia antibiotica al
betalactamico amoxicilina se relaciona con mutaciones sobre el gen de la proteina
de unién a penicilinas pbplA, responsable de codificar para proteinas con actividad
catalitica que participan de la sintesis de peptidoglucano de pared bacteriana, en
Peri aun no se ha reportado mutaciones con evidencia de transformacion

experimental que confieran resistencia a amoxicilina (68, 69).

1.5.  Cancer gastrico y epidemiologia de la infeccion por Helicobacter pylori
Las enfermedades neoplasicas malignas son una importante causa de muerte a nivel
global y se atribuye que en el afio 2018 representaron 9.6 millones de defunciones,
donde el 70% se observan en paises en desarrollo. El adenocarcinoma gastrico
ocupa el tercer lugar entre las causas de muerte por malignidad y representa el 8.2%
de los casos para ambos sexos, con una tasa de incidencia estandarizada de 19.6
casos por 100,000 habitantes para la region las Américas (70). En el Per, el
adenocarcinoma de tejidos estomacales corresponde a la primera causa de muerte
entre lesiones malignas. Segun el Ministerio de Salud (MINSA) en el afio 2011 el
adenocarcinoma exhibi6 una tasa de mortalidad ajustada de 17.1 defunciones por
100,000 habitantes entre ambos sexos y; de acuerdo con la casuistica del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) en el afio 2016 el cancer gastrico
representd el 8% de los nuevos casos de cancer, con un incremento del 42.6% de
nuevos casos durante el periodo 2000 — 2016 (71-73).

En Per( la prevalencia de infeccion por H. pylori oscila entre 37% a 89%,

observandose que en los ultimos 15 afios no se ha modificado en los estratos
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socioecondémicos medio/alto y se ha incrementado en aquellas poblaciones con
déficit socioecondmico y carencias de servicios de salud (74). Entre los afios 2017
a 2020 se ha reportado prevalencias de 61.1% para la ciudad de Lima, 68.4% para
Trujillo, 70.5% para Chiclayo, 78.8% para Cajamarca y 76.5% para Tarapoto (59,
75). El riesgo de adenocarcinoma atribuible a la infeccion por H. pylori es ~85.9%
(10, 76) y segun Custodio et al, el 89.6% de los casos diagnosticados con cancer de
tejidos estomacales registrados en el INEN presentan la infeccion por H. pylori (77,
78).

El adenocarcinoma géstrico es anticipado por una serie de lesiones de la mucosa
epitelial con patrones histolégicos muy bien diferenciados, conocidos como la
cascada de Correa; y comprende la gastritis cronica no atrdfica, gastritis atrofica
multifocal sin metaplasia, metaplasia intestinal del tipo completo, metaplasia
intestinal del tipo incompleto y displasia (30, 79). Un estado clinico relacionado
con la lesién precancerosa de gastritis atrofica corresponde a la gastritis crénica
ulcerativa (80). La enfermedad géstrica ulcerativa representa el 83.3% de los
diagnosticos con gastritis cronica relacionada con la presencia de H. pylori (81) y
segun Stewart et al, 2014 las complicaciones por ulcera péptica corresponden al
27% de defunciones relacionadas con emergencias quirdrgicas, siendo la ulcera
péptica la primera causa de mortalidad bajo estas circunstancias (82). Es asi que,
las estrategias de prevencion frente a la infeccion por H. pylori no solo reducirian
la incidencia de cancer gastrico; sino tambien, la mortalidad relacionada al
desarrollo de ulceracion del tejido gastrointestinal (8, 46). En adicion, la infeccion
por H. pylori se relaciona con patologias extra-gastrointestinales como es purpura

trombocitopenica idiopatica y la anemia asociada a la deficiencia de hierro (83).
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Por otro lado, segun Lee et al, 2007 mediante un andlisis de costo-efectividad
reporta que la cura temprana de la infeccidn en individuos de 30 afios o el tamizaje
anual de lesiones precancerosas en individuos de 50 afios en contraste a la usencia
de intervenciones de vigilancia frente a la infeccion resultaria en una razon
incremental de costo-efectividad de US$17.004 y US$29.741 por afio de vida
ganado, respectivamente. Es asi, que la presencia de enfermedades
gastrointestinales y extra-gastrointestinales a causa del patégeno H. pylori sugiere
tomar decisiones que permitan la identificacion de sujetos de alto riesgo, la
deteccion de casos de cancer gastrico en estadio temprano, la determinacion de
perfiles fenotipicos y genotipicos del patégeno basados en la susceptibilidad
antibidtica y la deteccién de factores de virulencia de riesgo asociados al desarrollo

de cancer (84, 85).
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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDO

H. pylori es un patégeno comdn en humanos capaz de generar un proceso crénico
de infeccion que desencadena en malestares gastrointestinales y a largo plazo en
malignidad del tejido epitelial gastrico. La bacteria es un patdgeno exitoso en el
humano y es considerado por la OMS como un carcinégeno del grupo I, lo que
explica su fuerte relacion con el desarrollo de enfermedades severas (5, 8).

Se estima que a nivel global la infeccion por H. Pylori afecta aproximadamente al
50% de la poblacion. En Perq, la infeccion por H. pylori muestra una distribucion
variable y alcanza valores de prevalencia de 83% en poblaciones desprotegidas con
bajos recursos economicos y de salud, lo que representa un problema de salud
publica nacional (12, 74).

Se conoce que el desarrollo de enfermedad mediado por la presencia del patdgeno
esta sujeto a condiciones especificas del hospedero, ambientales y a la presencia de
genes de factores de virulencia en H. pylori (86, 87).

La presencia de factores de virulencia en aislados del patégeno H pylori permiten
relacionar la severidad de enfermedad observada entre individuos con diagnostico
para la infeccion (83, 88). La genotipificacion de factores de virulencia circulantes
facilita una mejor aproximacion del rol de H. pylori en el desarrollo de enfermedad
e intervenciones en pacientes con potenciales riesgos de desarrollo de
adenocarcinoma gastrico (89). De forma que, la tipificacion de cepas virulentas a
nivel poblacional es una estrategia importante para caracterizar patdgenos y permite
explorar relaciones de riesgo de lesiones precancerosas bajo la deteccion de genes

de virulencia especificos en aislados de H. Pylori (36).
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A nivel local, se ha descrito en un Hospital Nacional de la ciudad de Lima que las
de cepas de H. pylori cagA positivas estaria presente en el 100% de los pacientes
con infeccidn, y segln reportes en la ciudad de Trujillo la frecuencia de cepas H.
pylori cagA positivas representaria el 91.5% de los casos con infeccién. En adicion,
en ambos estudios el 100% de los casos presento un perfil de cepas H. pylori vacA
s1 positivas. Estas observaciones reflejan un potencial riesgo de desarrollo de
cancer entre individuos con infeccién por H. pylori en Perd, pero no describen su
relacién con los estadios de enfermedad cronica entre pacientes con infeccion (44,
45).

En adicidn, la persistencia del patégeno dado el fracaso terapéutico de la infeccion
a causa de mecanismos moleculares de resistencia antibiética en H. pylori
incrementa el riesgo de lesiones severas asociadas a malignidad en el tejido gastrico
(90). En Perq, se ha observa una reduccién progresiva de la eficacia de la terapia
convencional frente a la infeccion, que alcanza valores inadecuados para un
régimen que busca la erradicacion del patdgeno (<80%) (52, 54). También se han
reportado tasas de resistencia antibidticas que segun el consenso internacional de
Maastricht VI cataloga a nuestra poblaciébn como una poblacion altamente
resistente a farmacos macrolidos (>15%) y quinolonas (>30%), con un perfil de
resistencia antibiotica para los farmacos de referencia que se utilizan en nuestro
medio de 51% a 68% para levofloxacino, de 52% a 67% para metronidazol, de 7%
a 57% para amoxicilina, de 4% a 6.7% para tetraciclina y de 34% a 50% para
claritromicina. Reportes que sugieren un riesgo de progresion a lesiones severas en

pacientes que presentan la infeccion por H. pylori (59-61, 66).
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Por otro lado, los avances tecnoldgicos en la secuenciacion de genomas han
permitido la identificacion de poblaciones bacterianas y la caracterizacion de
aislados virulentos de H. pylori basado en la genotipificacion detallada de genes de
factores de virulencia especificos facilitando la determinacion de variantes
genéticas de riesgo de enfermedad severa (91). En Perd, las tecnologias de
secuenciacion de genomas completos recién han sido introducidas en los dltimos 4
afios con fines de prevencion y control de brotes epidémicos locales donde se
requieren conocer las variantes circulantes de los patdgenos, genes de resistencia y
virulencia. Ademas, en nuestro medio, los estudios basados en secuenciacion de
ultima generacion de genomas de aislados de H. pylori han facilitado distinguir los
rasgos migratorios de nuestra poblacion lo que ha permitido identificar una
predominancia de cepas hpEurope y el reporte de una nueva poblacion cepas
peruanas denominada hspEuropePeru. Se conoce, ademds, que las cepas
hspEuropePeru se constituyen de una mayor presencia de elementos relacionados a
genes de virulencia y patogenicidad, pero ain no se han descrito reportes de
viruloma o resistoma que permitan distinguir a estas poblaciones de cepas H. pylori
entre estadios de enfermedad (24, 25).

Teniendo en cuenta que, en Per(, la cancerizacion de tejidos estomacales es la
primera causa de mortalidad por lesiones neoplasicas malignas y que el 89.6% de
estos casos presentan la infeccion por H. pylori, la caracterizacion de marcadores
moleculares basados en virulencia resulta esencial en la identificacion de
patologias gastricas severas entre pacientes que presentan la infeccion por H.
pylori. En nuestro pais, los reportes de tipificacion del gen cagA son aun

insuficientes y, la deteccion de los factores de virulencia relacionados al gen iceA
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y al gen babA2, asi como, la sub-tipificacion del gen vacA aun no se ha descrito.
Es importante, ademas, no solo conocer la variabilidad y la distribucion de las
cepas virulentas de H. pylori en nuestro entorno sino también explorar su
distribucion filogenética, describir su viruloma y resistoma y, explorar su impacto
sobre los hallazgos histopatoldgicos de mucosa epitelial gastrica en pacientes con
lesiones precancerosas tipo metaplasia que presentan la infeccion. El analisis de
genomas completos obtenidos mediante estrategias de secuenciacion de Ultima
generacion permitiria explorar una estimacion de riesgo de desarrollo de lesiones
precancerosas en los casos con infeccién por H. pylori de nuestro entorno
mediante la identificacion de potenciales marcadores moleculares que
caractericen a las cepas circulantes y presentan un adecuado perfil de relacién con
el riesgo de desarrollo de adenocarcinoma gastrico.

De este modo, a partir de los casos y cepas aisladas de una cohorte de pacientes
con dispepsia enrolados entre los afios 2016 y 2017 en el Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Nacional Cayetano Heredia la presente tesis

doctoral plantea las siguientes hip6tesis de estudio:

Hipdtesis 1: La presencia de genes cagA(+)/vacAslaml en las cepas de
Helicobacter pylori aisladas de pacientes dispépticos peruanos se asocia a la lesion

precancerosa metaplasia intestinal sobre la mucosa epitelial gastrica.

Hipotesis 2: La variante genética EPIYA-ABCC/vacAslamlildl en el genoma

completo de cepas aisladas de H. pylori determinada mediante tecnologias de

secuenciacion de ultima generacion provenientes de pacientes dispépticos
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peruanos se asocia a la lesion precancerosa metaplasia intestinal sobre la mucosa

epitelial gastrica.

Asi mismo, se explord si la distribucion de motivos EP1Y A asociados al gen cagA,
los genotipos vacAi, vacAd, iceA y babA2 se relacionan con los fenotipos de lesion
precancerosa observada en pacientes peruanos con dispepsia con diagnostico de
infeccion por Helicobacter pylori. En adicién se describi6 el viruloma, resistoma
y se determind la diversidad y las relaciones filogenéticas de los genomas

peruanos de H. pylori.
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I1l.  CONTRIBUCION DE LA INVESTIGACION Y ROL DEL

INVESTIGADOR

El presente trabajo de tesis doctoral es una relevante contribucion al estudio de las
lesiones severas de cancerizacion del tejido estomacal ocasionadas por el patogeno
H. pylori y el entendimiento de factores moleculares de virulencia presentes en el
patdgeno relacionados con el riesgo de desarrollo de lesiones precancerosas entre
pacientes peruanos con sintomas de dispepsia. La contribucion del tesista estuvo
orientada en la concepcion de la hipotesis en ambas investigaciones de la tesis. Es
importante sefialar que la tesis fue desarrollada a partir de un estudio primario
ejecutado en la ciudad de Lima, Peru por el equipo de investigacion del Laboratorio
Centinela de Helicobacter pylori del IMTAVH. El estudio primario consistié a un
estudio de prevalencia de la infeccion por H. pylori y permitio la identificacion de
500 pacientes con sintomas de dispepsia y la creacion de un biobanco de cepas
aisladas del patégeno H. pylori entre los afios 2016 y 2017, el tesista tuvo una
participacion importante en el desarrollo del estudio primario. El estudio primario
no evalud las caracteristicas moleculares de virulencia del patégeno H. pylori, por
lo cual, los resultados del presente trabajo de investigacion corresponden a una
descripcion basal de las caracteristicas genéticas y genomicas de virulencia de los
microorganismos H. pylori circulantes en nuestro medio que provienen de pacientes
peruanos con dispepsia. En la primera investigacion, el objetivo del estudio busco
caracterizar mediante técnicas moleculares convencionales la presencia de
genotipos cagA(+)/vacAslaml en las cepas aisladas de H. pylori y explorar su

relacion con la lesion precancerosa metaplasia intestinal observada en pacientes con
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dispepsia que presentan la infeccidn. El aporte del tesista en este objetivo fue
trabajar con el equipo de investigacion del Laboratorio Centinela de Helicobacter
pylori del IMTAVH, en conjunto con el equipo de investigacion del Laboratorio de
Bacteriologia Especial de la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota y la
Unidad de Investigacion de Enfermedades Emergentes y Cambio Climatico
(EMERGE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), a fin de
optimizar la reactivacion de aislamientos del patégeno y el método molecular de
PCR convencional dirigido a los factores moleculares de virulencia de las muestras
provenientes de pacientes peruanos con sintomas de dispepsia. El trabajo intelectual
estuvo orientado ademas a los procesos de cultivo bacteriologico para
microorganismos fastidiosos, extraccion de ADN, amplificacion del ADN de H.
pylori asi como en interpretacion de los resultados, y revision, recoleccion y
digitalizacion de la informacion sociodemografica, microbiologica e
histopatol6gica de los casos enrolados en el estudio madre. De lo anterior, se
coordinG una visita a las instalaciones del Laboratorio de bacteriologia especial en
la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota en Colombia y la participacion alli
fue de entrenamiento en la preparacion de medios de cultivo exigentes para
microorganismos fastidiosos, cultivo de cepas estandarizadas y cultivo de aislados
locales del patogeno en condicion microaerofilica, extraccion de ADN gendmico y
amplificacion convencional de ADN de H. pylori. La transferencia de conocimiento
fue usada para el procesamiento de las muestras seleccionadas en el estudio. La
optimizacion del cultivo microbiologico fue desarrollada en las instalaciones del
Laboratorio Centinela de Helicobacter pylori y la estandarizacion de la técnica

molecular de deteccion de factores moleculares de virulencia fue desarrollada en
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las instalaciones de EMERGE. En la segunda investigacion, el tesista formulo la
hipdtesis para explorar la relacion entre la variante genética de riesgo EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl en el genoma completo de cepas aisladas de H. pylori, que
fue determinada mediante tecnologias de secuenciacion de Ultima generacion a
partir de muestras provenientes de pacientes dispépticos peruanos, y su asociacion
a la lesién precancerosa metaplasia intestinal observada sobre la mucosa epitelial
gastrica, asi como la relacion de los genes relacionados con citotoxinas, los genes
de adherencia, los genes moduladores de respuesta inmune y los genes de
resistencia antibiotica con el estado histopatoldgico de los pacientes. Este segundo
estudio contribuye con la literatura cientifica para conocer el conjunto de
polimorfismos y mutaciones en los genes de virulencia y de resistencia antibidtica
sobre cepas aisladas de H. pylori circulantes en nuestro medio y el rol que podrian
desempefiar sobre el desarrollo de lesiones severas en el tejido epitelial gastrico de
los pacientes con infeccion. El aporte del tesista en este objetivo fue trabajar con el
equipo de investigacion del Laboratorio Centinela de Helicobacter pylori del
IMTAVH, en conjunto con el equipo de investigacion del Laboratorio de
Microbiologia Genémica de la UPCH, a fin de disponer genomas completos de
calidad de los aislados de H. pylori con un trabajo intelectual dirigido a obtener
cultivos en alta densidad del patogeno, extraer y purificar el ADN gendémico de H.
pylori, cuantificar mediante fluorometria el ADN gendmico purificado de H. pylori,
acondicionar la preparacion de librerias gendmicas de H. pylori, analizar la calidad
de lecturas obtenidas de la secuencia de Ultima generacion, ensamblar las
secuencias y obtener genomas completos de calidad. De lo anterior, el tesista fue

capacitado a través de una beca de entrenamiento en el Curso avanzado en
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Vigilancia genomica y epidemioldgica de patdgenos bacterianos, desarrolla por el
equipo de Wellcome Genome Campus, UK en las instalaciones de la Unidad de
Epidemiologia Molecular de la UPCH. Finalmente los resultados mostrados en el
presente trabajo de investigacion manifiestan los desafios en la caracterizacion de
factores moleculares de virulencia en el patégeno H. pylori y explora su rol sobre
el desarrollo de lesiones gastricas severas en pacientes con sintomas de dispepsia

peruanos lo cual era un analisis parcialmente explorado.
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4.1. Resumen

Helicobacter pylori es una patdgeno comin en humanos y responsable de una
variedad de enfermedades gastrointestinales. Su prevalencia en Per( alcanza entre
45% a 83%, y segun la casuistica de INEN el 89.6% de los casos con
adenocarcinoma presentan la infeccion por el patégeno. Se conoce que los factores
de virulencia presentes en H. pylori promueven lesiones sobre la mucosa epitelial
gastrica con riesgo de desarrollo de cancer. El objetivo del estudio fue analizar la
asociacion de la presencia de genotipos cagA(+)/vacAslaml en cepas aisladas de
H. pylori con la lesion precancerosa metaplasia intestinal observada en pacientes
peruanos con dispepsia. Se observo que el Genotipo cagA(+)/vacAslaml (36.7%)
fue comparable respecto al diagnostico histopatologico de lesion severa de tipo
metaplasia intestinal (RP: 1.67; 1C95%: 1.13 a 2.45; p<0.05), el hallazgo fue
similar en el analisis multivariado luego de ajustar por sexo y edad (RPa: 1.81;
IC95%: 1.25 a 2.61; p<0.05). Con relacion al gen de la citotoxina vacuolizante A,
se observé una mayor frecuencia para los alelos vacAsl (94.9%) y el subtipo

vacAsla (48.1%) de la region sefial del gen. Los hallazgos en la region media,
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intermedia y la delecion de la region intermedia del gen vacA mostraron una alta
frecuencia para los genotipos vacAml (81.7%), vacAil (63.9%) y vacAdl
(70.9%). También se observo asociacion significativo del genotipo de riesgo de la
region media (RPa: 2.22; 1C95%: 1.01 a 4.99) y la region intermedia (RPa: 1.94;
IC95%: 1.05 a 3.58) del gen vacA, frente al hallazgo histopatoldgico de metaplasia
intestinal. La presencia de polimorfismos para los genes cagA y vacA se relacionan
con los estadios de enfermedad severa en los casos con infeccién por H. pylori.
Palabras clave: Helicobacter pylori, Factores de virulencia, Genoma bacteriano,

neoplasias gastricas. (DeCS/BIREME)

4.2.  Abstract

Helicobacter pylori is a common pathogen in humans and responsible for a variety
of gastrointestinal diseases. Its prevalence in Peru ranges from 45% to 83%, and
according to INEN casuistry, 89.6% of cases with adenocarcinoma are infected by
the pathogen. Virulence factors present in H. pylori are known to promote lesions
on the gastric epithelial mucosa with risk of cancer development. The aim of the
study was to analyze the association of the presence of cagA(+)/vacAslaml
genotypes in H. pylori isolates with the precancerous lesion intestinal metaplasia
observed in Peruvian patients with dyspepsia. It was observed that the
cagA(+)/vacAslaml genotype (36.7%) was comparable with respect to the
histopathological diagnosis of severe intestinal metaplasia type lesion (PR: 1.67;
95%CI: 1.13 to 2.45; p<0.05), the finding was similar in the multivariate analysis
after adjusting for sex and age (PRa: 1.81; 95%CI: 1.25 to 2.61; p<0.05). Regarding

the vacuolizing cytotoxin A gene, a higher frequency was observed for vacAsl
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alleles (94.9%) and vacAsla subtype (48.1%) of the signal region of the gene.
Findings in the middle region, intermediate region, and deletion of the middle
region of the vacA gene showed a high frequency for vacAml (81.7%), vacAil
(63.9%) and vacAdl (70.9%) genotypes. Significant association of the risk
genotype of the middle region (PRa: 2.22; 95%CI: 1.01 to 4.99) and the
intermediate region (PRa: 1.94; 95%CI: 1.05 to 3.58) of the vacA gene versus the
histopathological finding of intestinal metaplasia was also observed. The presence
of polymorphisms for the cagA and vacA genes are related to the stages of severe
disease in cases with H. pylori infection.

Key words: Helicobacter pylori, Virulence factors, Bacterial genome, Gastric

cancer. (MeSH/NLM)

4.3.  Introduccién

A nivel global el adenocarcinoma de estomago es la séptima causa de muerte por
malignidad y entre los diagndsticos de cancer atribuibles a infeccion, la infeccién
por H. pylori es la primera de causa de cancer gastrico (92). En PerQ el cancer
gastrico representa la primera causa de muerte por malignidad (70, 72). La
prevalencia de H. pylori en el Per( oscila entre 45% a 83% vy, se estima que el
89.6% de pacientes con diagndstico de cancer de tejidos estomacales presentan la
infeccion por H. pylori (73, 74, 78).

Se conoce que el adenocarcinoma gastrico es anticipado por una secuencia de
cambios patologicos sobre la mucosa epitelial con patrones histoldégicos muy bien
diferenciados, descritos como la cascada de Correa; y que la presencia de genes

relacionados a factores de virulencia en H. pylori se asocian con el riesgo de
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aparicion de lesiones precancerosas (30, 79, 93). Sin embargo, en el proceso de la
infeccion cronica no todos los pacientes desarrollan lesiones severas del epitelio
gastrico.

Se sugiere que la presencia y la variabilidad genética de genes relacionados a
factores de virulencia en H. pylori, modulan el riesgo de desarrollo de lesiones
malignas (94). Entre estos factores, se ha reportado que los genotipos asociados al
gen de la citotoxina vacuolizante A, variante vacAslml, presenta una importante
actividad promotora de desarrollo de lesiones neoplasicas y se diferencia de la
menor agresividad observada para los genotipos del gen vacA s1m2 o vacA s2mz2.
La toxina asociada al gen A (cagA), de forma independiente muestra asociacion de
riesgo con el desarrollo lesiones precancerosas y cancerosas (36, 95), y los factores
de virulencia vinculados con la colonizacion y adherencia de H. pylori sobre la
mucosa epitelial gastrica, como el gen inducido por contacto con el epitelio (iceAl)
y el gen de adhesinas fijadoras de antigenos del grupo sanguineo (babA2), se
relacionan con la presencia de lesiones ulcerativas o atroficas del tejido gastrico
promoviendo el riesgo de enfermedad (41-43).

Diversos estudios sugieren que la presencia del genotipo cagA(+) y el genotipo
vacAslaml presentan una fuerte relacion con el desarrollo de lesiones gastricas
severas, pero en Per( esta asociacion aun no ha sido documentada. El objetivo del
estudio fue explorar la presencia de genotipos cagA+/vacAslaml en cepas
aisladas de H. pylori y su relacion con la lesion precancerosa metaplasia intestinal
observada en pacientes peruanos con dispepsia. Asi como, describir si la
distribucion de motivos EPIYA asociados al gen cagA, los genotipos vacAi,

vacAd, iceA y babA2 se relacionan con los fenotipos de lesion.
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4.4.  Material y métodos

4.4.1. Disefio, poblacion y criterios de inclusion

El disefio de estudio fue de tipo transversal e incluy6 158 aislados clinicos de H.
pylori provenientes de pacientes adultos con dispepsia referidos para endoscopia
en el servicio de gastroenterologia del Hospital Cayetano Heredia en la ciudad de
Lima, Perd, y diagnosticados por primera vez para la infeccion por H. pylori (entre
marzo 2016 y agosto 2017). Las cepas fueron obtenidas mediante un estudio de
prevalencia realizado por los investigadores del Laboratorio Centinela de
Helicobacter pylori del Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt,
Lima, Perd. El estudio primario comprendié un enrolamiento de 1) pacientes de
ambos sexos mayores de 18 afios que acudieran al servicio de gastroenterologia
del Hospital Cayetano Heredia y 2) que presentaran indicacion de estudio
endoscdpico y toma de biopsia gastrica, 3) asi como diagndéstico de dispepsia y 4)
que no hayan recibido tratamiento antimicrobiano durante los tres meses previos
a su consulta 5) ni tratamiento con inhibidores de bomba de protones durante las
dos semanas previas a su procedimiento endoscopico. Ademas, en el estudio
primario de considerd excluir 1) a los pacientes que a pesar de presentar
diagnostico de dispepsia no presentaron indicacion de procedimiento endoscopico
y toma de biopsia gastrica, 2) a aquellos que hayan recibido terapia de erradicacion
para H. pylori en los Gltimos seis meses previos a su procedimiento endoscopico
y 3) a los pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas: pacientes
gestantes, madres lactantes, pacientes con discapacidad fisica 0 mental, pacientes

con presencia de enfermedades malignas u inmunosupresoras concomitantes,

27



pacientes con historia de cancer gastrico, pacientes con enfermedad de ulcera
péptica activa, pacientes con sindrome de Zollinger-Ellison, y también a aquellos
pacientes que recibian tratamiento de quimioterapia (55).

El estudio primario no evalud las caracteristicas moleculares de virulencia, por lo
cual, los resultados corresponden a una descripcion basal por métodos
convencionales del estado de genes relacionados a factores de virulencia en la
infeccion por H. pylori. En el presente estudio se considerd 1) los casos con
infeccion por H. pylori que presentaron diagndstico positivo por histopatologia,
confirmados mediante cultivo microbiolégico con disposicion de aislado
criopreservado y que 2) presenten reporte de hallazgos histopatoldgicos para el
estadio clinico de gastritis cronica no atréfica o de metaplasia intestinal. Ademas,
los casos con informacion faltante o reporte histopatoldgico de estado clinico de
displasia o de gastritis cronica atrofica sin metaplasia fueron excluidos del estudio.
En adicion, durante el proceso de cultivo microbioldgico de los aislados clinicos
se excluyd los casos con aislamiento del patégeno H. pylori que no reactivaron al
cultivo microbioldgico. En la Figura 1 se detalla el flujograma de casos con

dispepsia e infeccion por H. pylori elegibles para el estudio.
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Pacientes con dispepsia enrolados en
el Servicio de Gastroenterologia

(n=500)
Excluidos:
Y * Diagndsticos negativos (n=196)
Evaluados para elegibilidad . Diagné_sticog positivos a histologia, pero negativos a cultivo
(1=500) microbiologico (n=56)

» Diagnosticos positivos a histologia y cultivo microbioldgico
sin presencia de aislado criopreservado (n=43)

>| « Casos con displasia (n=3)

y « Casos con grastritis cronica atréfica sin metaplasia (n=15)

Total de elegibles * Datos faltantes (n=3)

(n=184)

Excluidos:
« Casos con aislados no reactivables (n=26)

A\

Y

Disponibles para el andlisis
(n=158)

Figura 1. Flujograma de casos con dispepsia e infeccion por Helicobacter

pylori elegibles en la investigacion 1.

Las cepas fueron aisladas a partir de biopsias gastricas obtenidas segun el protocolo
Maastricht (52) y cada aislado correspondié a un paciente diferente. De los
pacientes de quienes se aislaron las cepas, se obtuvo el reporte histopatoldgico y se
clasificd para los casos en estadios clinicos de metaplasia intestinal (IM) (N=61,
38.6%) y de gastritis cronica no atrofica (CNAG) (N=97, 61.4%). El diagndstico
histopatoldgico fue desarrollado por los investigadores del estudio primario segun
las recomendaciones del sistema Sydney mediante tincion Hematoxilina-Eosina de
las muestras gastricas (96). El tamafio de muestra del presente estudio fue estimado
mediante el calculo de poder, a partir de un ensayo piloto con una submuestra de la
cohorte analizada, donde se consideré una prevalencia de casos con metaplasia
intestinal que presentaron aislados con genotipo cagA/vacAslaml de 58.3% y una

prevalencia de 34.5% de casos con metaplasia intestinal que presentaron otros
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genotipos. Se utilizo el comando POWER en el software Stata/SE version 17.0 para

determinar el poder estadistico resultando un 84.3% de poder.

4.4.2. Consideraciones éticas

La investigacion fue registrada en el Sistema Descentralizado de Informacion y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) — Direccion Universitaria de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) con codigo 201182, y fue evaluado
y aprobado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) previamente a su
ejecucion con numero de constancia 059-03-20. Durante la implementacion del
estudio se respetaron los principios éticos delineados en la Declaracion de

Helsinki, y por el CIE-UPCH.

4.4.3. Procedimientos de estudio

4.4.3.1.Reactivacion de cepas aisladas de Helicobacter pylori

Identificados los aislados a partir de los casos elegibles para el estudio, de forma
independiente, se tomo una alicuota de 200 ul de cada aislado criopreservado y
fue colocada en placas de cultivo que contenian agar BHI (BD, Alemania)
suplementado con 10% de sangre desfibrinada de cordero, y un sistema de cribado
microbioldgico basado en anfotericina B (Sigma-Aldrich, E.E.U.U) y suplemento
antibidtico de cribado Skirrow (Oxoid, Reino Unido) y, suplemento nutricional
Isovitalex (BD, Alemania) para facilitar el crecimiento de cepas H. pylori. Las
placas de cultivo fueron incubadas bajo condiciones de microaerobiosis

empleando un sistema de mezcla de gases (10% de CO», 5% de Oz y 85% de N>)
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(Praxair, Per() a 37°C durante 4 a 7 dias. Empleando los estandares para la
identificacion del microorganismo H. pylori, se procedi6 a cosechar las colonias
considerando sus caracteristicas de cultivo, tincion Gram y caracteristicas

bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa positivo) (97).

4.4.3.2.Extraccion de ADN gendmico

A partir de la reactivacién y crecimiento de las cepas aisladas de H. pylori se
extrajo el ADN total mediante el kit de purificacién GeneJET Genomic DNA
(ThermoFisher, E.E.U.U), siguiendo las instrucciones de fabricante. El purificado
de ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria a través de Nanodrop y su

integridad fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.6%.

4.4.3.3.Genotipificacion de factores de virulencia de Helicobacter pylori

La genotipificacion fue desarrollada mediante la estrategia de PCR convencional
que permitié la obtencion de productos de amplificacién para el gen cagA, que
incluye la deteccion de los motivos EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C y EPIYA-D;
el gen vacA (alelos s1, s2, i1, i2, d1, d2, m1, m2 y subtipos sla, slb y sic), el gen
iceA (alelos 1y 2) y el gen babA (alelo 2) (35, 98-107). Los genes fueron
amplificados empleando la enzima Taq ADN polimerasa GoTag Green Master
Mix (Promega, E.E.U.U), con volumenes finales de reaccion de 20 ul y 10 uM
cebadores. Los protocolos de amplificacion y el tamafio en pares de bases de los
productos de amplificacion esperados se detalla en la Tabla 1. Los productos de
amplificacion fueron tefiidos durante el proceso de amplificacion por colorantes

incluidos de fabrica en la mezcla maestra de la Tag ADN polimerasa y su
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visualizacion fue determinada mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, se

empled como control la cepa de referencia de H. pylori ATCC 43504 (108).

Tabla 1. Genes, cebadores y protocolos empleados para la genotipificacion de

factores de virulencia de Helicobacter pylori.

Genes Cebadores (5* - 3") Tamafio del Protocolo de PCR
producto (pb)
Gen cagA asociado a la citotoxina (cagA)
1 ciclo de 95 °C por 9 min, 40 ciclos de: 95
s F: TTGACC AACAACCACAAACCGAAG 4
Constante 5 R: CTTCOOTTAATTGCGAGATTCOC 183 °C por 30s, 50 °C por 45 sy 72°Cpor45s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (98)
400 (AB) . . . .
1 ciclo de 95 °C por 10 min, 39 ciclos de:
. , F: ACCCTAGTCGGTAATGGG 500 (ABC) o ° ' .
Variable 3 R: GCTTTAGCTTCTGAYACYGC 600 (ABCC) 95°C por 30 s, 52.3°C por 30 sy 72 °C por

Gen asociado a la citotoxina vacuolizante A (vacA)

F: ATGGAAATACAACAAACACAC

Sefial R: CTGCTTGAATGCGCCAAAC

Fsla: GTCAGCATCACACCGCAAC
Seffal (sub) Fslb: AGCGCCATACCGCAAGAG

Fslc: TTAGTTTCTCTCGCTTTAGTRGGGYT

R: CTGCTTGAATGCGCCAAAC
Media F: CCATCTGTCCAATCAAGCGAG

R: GCGTCTAAATAATTCCAAGG
Intermedia F: GTTGGGATTGGGGGAATGCCCG
(i1) R: TTAATTTAACGCTGTTTGAAG
Intermedia F: GTTGGGATTGGGGGAATGCCG
(i2) R: GATCAACGCTCTGATTTGA
Delecion F: ACTAATATTGGCACACTGGATTTG
81bp R: CTCGCTTGATTGGACAGATTG

Gen inducido por contacto con el epitelio (iceA)

F: GTGTTTTTAACCAAAGTATC

Al R: CTATAGCCASTYTCTTTGCA

F: GTTGGGTATATCACAATTTAT

A2 R: TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT

Adhesina fijadora de antigenos del grupo sanguineo (babA)

F: AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA

A2 R: TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA

700 (ABCCC)

259 (s1)
286 (s2)

190 (sla)
187 (s1b)
220 (slc)

570 (m1)
645 (m2)

426

432

367 — 379 (d1)
298 (d2)

247 (A1)

229 (A2)

832

36 sy, 1 ciclo de 72°C por 5min (99)

1 ciclo de 95 °C por 2 min, 40 ciclos de: 95
°C por 30s,52°C por30sy 72°C por30s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (100, 101)

1 ciclo de 95 °C por 2 min, 35 ciclos de: 95
°C por 60 s, 52 °C por 60 sy 72 °C por 60 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (100, 101)

1 ciclo de 95 °C por 9 min, 40 ciclos de: 95
°C por 30s,52°C por30sy 72°C por30s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (102)

1 ciclo de 95 °C por 4 min, 35 ciclos de: 95
°C por 30s,55°C por 60 sy 72 °C por 30 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (35, 103, 104)

1 ciclo de 95 °C por 4 min, 35 ciclos de: 95
°C por 30s,55°C por 60 sy 72 °C por 30 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (35, 103, 104)

1 ciclo de 95 °C por 2 min, 35 ciclos de: 95
°C por 30s,53°C por 60 sy 72 °C por 30 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (105)

1 ciclo de 95 °C por 2 min, 40 ciclos de: 94
°C por 30s,50°C por 30 sy 72°C por 30 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (98, 106)

1 ciclo de 95 °C por 2 min, 40 ciclos de: 94
°C por 30s,50°C por 30 sy 72°C por 30 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (98, 106)

1 ciclo de 95 °C por 5 min, 35 ciclos de: 92
°C por 60 s, 52 °C por 60 sy 72 °C por 60 s
y, 1 ciclo de 72°C por 5min (101, 107)

32



4.4.3.4.Procesamiento de datos y analisis estadistico

Las variables de estudio fueron descritas mediante estadisticos de resumen. La
asociacion entre los tipos de lesion precancerosas de mucosa epitelial gastrica y el
genotipo virulento cagA(+)/vacAslaml en los aislados de H. pylori provenientes
de pacientes peruanos con sintomas de dispepsia fue explorada de forma bivariada
usando la prueba de ji-cuadrada. Ademas, se exploro la asociacion entre los tipos
de lesion precancerosas frente a los genotipos cagA (motivos EPIYA), vacAi,
vacAd, iceA y babA, en caso de incumplimiento de supuestos se empled la prueba
exacta de Fisher y se considerd un nivel de significancia p<0.05. Adicionalmente,
se realiz6 un analisis de regresion bivariado y multiple mediante una regresion de
Poisson empleando un modelo lineal generalizado de familia binomial con enlace
log a modo de lograr una aproximacion a la distribucion binomial, permitiendo el
calculo de la razon de prevalencias siendo este significativo para valores de
p<0.05. Todos los analisis fueron desarrollados empleando el paquete estadistico

Stata/SE versién 17.0.

45. Resultados

En la poblacion de 158 casos con dispepsia elegibles para el estudio que
presentaron la infeccion por H. pylori, se observé que el sexo mujer y grupo etario
con edad superior a 50 afios presentaron una mayor frecuencia de infeccién
(70.3% y 58.8% respectivamente) y, que el 38.6% de los casos fue diagnosticado
de forma histopatoldgica para metaplasia intestinal. Los hallazgos moleculares en
las cepas de H. pylori mostraron que la totalidad de los aislados presentan el gen

cagA, y que los motivos EPIYA de la proteina cagA respondieron para EPIYA-
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A, EPIYA-B y EPIYA-C, donde se observo genotipos EPIY A simples y mdltiples,
y una predominancia para el genotipo EPIYA-ABC (68.4%). Se observé que 114
casos no presentaron co-infeccién (6 casos EPI'YA-AB (3.8%); 108 casos EPI'Y A-
ABC (68.4%)). Ademas, entre los casos con co-infeccion se observaron 33 casos
con doble genotipo EPI'YA con perfiles AB/ABC (3.2%) y ABC/ABCC (17.7%),
y 11 casos con triple genotipo EPIYA (ABC/ABCC/ABCCC).

Con relacion al gen de la citotoxina vacuolizante A, se observd una mayor
frecuencia para los alelos vacAsl (94.9%) y el subtipo vacAsla (48.1%) de la
region sefial del gen. La sub-tipificacion de la region sefial del gen vacA mostrd
co-infeccion con genotipos multiples sla/slb (21.5%), sla/slc (15.2%) y
sla/slb/slc (15.2%). Los hallazgos en la region media, intermedia y la delecién
de la regidn intermedia del gen vacA mostraron una alta frecuencia para los
genotipos vacAm1 (81.7%), vacAil (63.9%) y vacAdl (70.9%).

También se observo que las cepas de H. pylori presentaron en un 69.6% ambos
alelos para el gen iceA y que el 52.5% de los aislados fue positivo al gen babA2.
El genotipo cagA+/vacAslaml presentd una frecuencia de 36.7% entre los

aislados provenientes de pacientes peruanos con dispepsia (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas moleculares de las cepas aisladas de pacientes con

dispepsia e infeccion por Helicobacter pylori.

Caracteristicas moleculares N (%)
Sexo

Mujer 111 (70.3)

Hombre 47 (29.7)
Edad

<35 afios 19 (12.1)

35-50 afios 46 (29.1)

>50 afios 93 (58.8)
Gen cagA asociado a la citotoxina

CagA 158 (100.0)
Motivos EPIYA de la proteina cagA

ABC 108 (68.4)

AB 6 (3.8)

AB/ABC 5.2

ABC/ABCC 28 (17.7)

ABC/ABCC/ABCCC 11 (6.9)
Regidn sefial de la citotoxina vacuolizante A

vacAs?2 8(5.1)

vacAsl 150 (94.9)
Subtipos sl de la region sefial de la citotoxina vacuolizante A

vacAsla 76 (48.1)

vacAsla/slb 34 (21.5)

vacAsla/slc 24 (15.2)

vacAsla/slb/slb 24 (15.2)
Region media de la citotoxina vacuolizante A

vacAm2 29 (18.3)

vacAml 129 (81.7)
Region intermedia de la citotoxina vacuolizante A

vacAi2 44 (27.9)

vacAil 101 (63.9)
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vacAil/i2 13(8.2)

Delecion de la region intermedia de la citotoxina vacuolizante A

vacAd2 46 (29.1)

vacAdl 112 (70.9)
Gen inducido por contacto con el epitelio

iceA2 15 (9.5)

iceAl 33(20.9)

iceAl/iceA2 110 (69.6)
Adhesina fijadora de antigenos del grupo sanguineo

babA2 negativo 75 (47.5)

babA2 positivo 83 (52.5)
Genotipo cagA+/vacAslml

Otros genotipos? 33 (20.9)

cagA+/vacAsiml 125 (79.1)
Genotipo cagA+/vacAslaml

Otros genotipos? 100 (63.3)

cagA+/vacAslaml 58 (36.7)
Hallazgo histopatoldgico

Gastritis cronica no Atrofica 97 (61.4)

Metaplasia 61 (38.6)

%0tros genotipos: Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo

vacAslml o vacAslaml.

Entre los factores asociados al hallazgo histopatoldgico, se observd que en el
grupo etario con mas de 50 afios los casos presentaron una mayor frecuencia de
lesion de tipo metaplasia intestinal (p<0.05). También se observé que los alelos
relacionados al gen de la citotoxina vacuolizante A, para los subtipos vacAsl
(genotipo vacAsla: 43.4%), la region media (genotipo vacAm1: 43.4%) y la region
intermedia (genotipo vacAil: 47.5%) fueron estadisticamente diferentes respecto
al hallazgos de tipo metaplasia. Ademas, se observo que las cepas de H. pylori

fueron positivas al alelo 1 del gen inducido por contacto con el epitelio (iceAl) en
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el 51.5% de los casos con metaplasia intestinal, esta observacion fue
estadisticamente significativa. El Genotipo cagA+/vacAslaml (51.7%) y aquellos
otros genotipos positivos para el gen cagA+ con variantes alélicas diferentes al
genotipo vacAslaml o con multiples variantes alélicas para el gen vacA (31.0%)
detectados en los aislados de H. pylori fue significativo respecto al diagndstico
histopatoldgico de lesion severa de tipo metaplasia intestinal (p<0.05) (Tabla 3).
Por otro lado, se observé que en el anélisis de regresion multiple ajustado por sexo
y edad la prevalencia de casos con diagnéstico de metaplasia intestinal que
presentaron aislados de H. pylori con el genotipo cagA+/vacAslaml es 1.81 veces
respecto a aquellos casos con infeccion y hallazgo histopatoldgico de tipo gastritis
cronica no atrofica (p<0.05). Este resultado fue similar en el analisis de regresion

bivariado (RP:1.67; 1C95%: 1.13 a 2.45; p<0.05) (Tabla 4).
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Tabla 3. Factores moleculares de las cepas aisladas asociados al hallazgo

histopatoldgico de pacientes dispépticos con dispepsia e infeccidn por

Helicobacter pylori en analisis bivariado.

Hallazgo histopatoldgico

Variables Gastritis cronica no Metaplasia o
atrofica (N=97) (N=61)
n (%) n (%)

Sexo 0.086
Mujer 73 (65.7) 38(34.3)

Hombre 24 (51.1) 23 (48.9)

Edad 0.001
<35 afios 15 (78.9) 4(21.1)

35-50 afios 36 (78.3) 10 (21.7)
>50 afios 46 (49.5) 47 (50.5)

Gen cagA asociado a la citotoxina 1.000
CagA positivo 97 (61.4) 61 (38.6)

Motivos EPIYA 0.206™
ABC 71 (65.7) 37 (34.3)

AB 4 (83.3) 1(16.7)
AB/ABC 3(60.0) 2 (40.0)
ABC/ABCC 13 (46.4) 15 (53.6)
ABC/ABCC/ABCCC 5 (45.5) 6 (54.5)

Regidn sefial de la citotoxina vacuolizante A 0.120™
vacAs2 7 (87.5) 1(12.5)
vacAsl 90 (60.0) 60 (40.0)

Subtipos vacAsl de la citotoxina vacuolizante A 0.036
vacAsla 43 (56.6) 33(43.4)
vacAsla/slb 28 (82.4) 6 (17.6)
vacAsla/slc 13 (54.2) 11 (45.8)
vacAsla/slb/slc 13 (54.2) 11 (45.8)

Region media de la citotoxina vacuolizante A 0.009
vacAm2 24 (82.7) 5(17.3)
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vacAm1l 73 (56.6) 56 (43.4)

Region intermedia de la citotoxina vacuolizante A 0.007
vacAi2 35 (79.6) 9 (20.4)
vacAil 53 (52.5) 48 (47.5)
vacAil/i2 9(69.2) 4 (30.8)

Delecion de la region intermedia de la citotoxina

vacuolizante A 0.785
vacAd?2 29 (63.1) 17 (36.9)
vacAdl 68 (60.7) 44 (39.3)

Gen inducido por contacto con el epitelio 0.007
iceA2 5(33.3) 10 (66.7)
iceAl 16 (48.5) 17 (51.5)
iceAl/iceA2 76 (69.1) 34 (30.9)

Adhesina fijadora de antigenos del grupo

sanguineo 0.522
babA2 negativo 48 (64.1) 27 (35.9)
babA2 positivo 49 (59.1) 34 (40.9)

Genotipos cagA+/vacAslml 0.007
Otros genotipos? 27 (81.8) 6 (18.2)
cagA+/vacAsiml 70 (56.0) 55 (44.0)

Genotipo cagA+/vacAslaml 0.010
Otros genotipos? 69 (69.0) 31 (31.0)
cagA+/vacAslaml 28 (48.3) 30 (51.7)

a0tros genotipos: Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo vacAslml o
vacAslaml.

*Prueba estadistica de ji-cuadrada; ** Prueba exacta de Fisher.
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Tabla 4. Factores moleculares de las cepas aisladas de Helicobacter pylori

independientemente asociados al hallazgo histopatoldgico en analisis de regresion

multiple.

Caracteristicas

Analisis bivariado

Regresion multiple

RP 1C 95% p Rpa IC 95% p
Motivos EPIYA
ABC Ref. Ref.
AB 0.48 0.07-298 0.436 0.45 0.08-257 0.369
AB/ABC 116 0.38-353 0.784 1.60 0.39-6.54 0.516
ABC/ABCC 156 1.02-241 0.043 1.31 0.84-2.03 0.238
ABC/ABCC/ABCCC 159 0.87-291 0.130 1.19 0.65-220 0.573
Region sefial de la citotoxina
vacuolizante A
vacAs2 Ref. Ref.
vacAsl 319 051-203 0.218 2.38 0.38-14.8 0.353
Subtipos vacAsl de la
citotoxina vacuolizante A
vacAsla Ref. Ref.
vacAsla/slb 0.40 0.18-0.88 0.022 0.35 0.17-0.77 0.007
vacAsla/sic 1.05 0.63-175 0.834 092 057-150 0.749
vacAsla/slb/slc 1.05 0.63-175 0.834 0.86 0.54-1.39 0.539
Region media de la citotoxina
vacuolizante A
vacAm?2 Ref. Ref.
vacAml 252 111-574 0.028 222 1.01-499 0.044
Region intermedia de la
citotoxina vacuolizante A
vacAi?2 Ref. Ref.
vacAil 232 125-4.32 0.008 1.94 105-358 0.034
vacAil/i2 150 0.55-4.11 0.426 153 0.58-4.06 0.390

40



Delecion de la  region
intermedia de la citotoxina
vacuolizante A
vacAd2
vacAdl
Gen inducido por contacto con
el epitelio
iceA2
iceAl
iceAl/iceA2
Adhesina fijadora de antigenos
del grupo sanguineo
babA2 negativo
babA2 positivo
Genotipo cagA(+)/vacAsiml
Otros genotipos?
cagA+/vacAsiml
Genotipo cagA(+)/vacAslaml
Otros genotipos?
cagA+/vacAslaml

Ref.
1.06

Ref.
0.77
0.46

Ref.

1.13

Ref.
2.42

Ref.
1.67

0.68 —1.65

0.47-1.26
0.29-0.73

0.76 — 1.69

1.14-5.13

1.13-2.45

0.787

0.301
0.001

0.525

0.021

0.009

Ref.
0.95

Ref.
0.78
0.46

Ref.

1.22

Ref.
2.10

Ref.
1.81

0.63-1.43

0.48-1.25
0.30-0.70

0.84-1.78

1.01-4.40

1.25-261

0.802

0.303
0.001

0.295

0.049

0.002

RP: razén de prevalencia; Rpa: razon de prevalencia ajustada por sexo y edad; 1C95%: Intervalo de

confianza al 95%.

a0tros genotipos: Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo vacAsiml o

vacAslaml.
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4.6. Discusion

La metaplasia intestinal puede ser considerada un punto de no retorno en la
cascada de desarrollo del adenocarcinoma gastrico y los pacientes con diagndstico
de metaplasia intestinal tienen un riesgo especialmente alto de cancer gastrico
incluso después de la erradicacion de H. pylori (109, 110). La infeccién por H.
pylori induce cambios genéticos y epigenéticos sobre la mucosa epitelial gastrica
en dependencia a la codificacion de genes de factores de virulencia en el patégeno,
por lo que su tipificacion resultar de utilidad en las estrategias publicas de
prevencion de cancer gastrico (111).

En la poblacion de 158 pacientes con dispepsia que presentaron la infeccion por
H. pylori la deteccidn del genotipo cagA(+)/vacAslaml entre los aislados fue un
factor de riesgo a la presencia de lesiones del epitelio gastrico de tipo metaplasia
intestinal, se observé que la prevalencia de infeccion por cepas de H. pylori con
genotipo cagA(+)/vacAslaml fue 81% mayor en aquellos casos que presentaron
diagndstico histopatoldgico de metaplasia intestinal respecto a los casos con lesion
de tipo gastritis crénica no atrofica (RPa: 1.81; 1C95%: 1.25 a 2.61; p<0.05). El
riesgo de un resultado clinico severo relacionado al desarrollo de adenocarcinoma
gastrico aumenta debido a la infeccidn por cepas H. pylori que presentan de forma
simultanea multiples genes de virulencia del patégeno (39, 112). Se ha reportado
que las cepas de H. Pylori con genotipo vacAs1ml presentan 1.75 (1C95%: 1.04 a
2.96) veces mayor riesgo de desarrollo de lesiones severas sobre el epitelio
gastrico (36), y que la deteccion simultanea del gen cagA para dicho genotipo tiene
un riesgo de progresion a lesiones precancerosas de 4.8 (IC95%: 1.71 a 13.5)

veces mayor en comparacion las cepas que presentan variantes alélicas diferentes,
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con riesgos mas altos que si cada uno de estos genes son evaluados
individualmente (89). En el estudio se observd que la deteccidon simultanea del
genotipo vacAslmly el gen cagA presenta un riesgo de 2.42 (IC95%: 1.14 a 5.13)
veces mayor de desarrollo de lesiones severas de tipo metaplasia intestinal. Este
hallazgo fue similar en el analisis de regresion multiple ajustado por sexo y edad
(RP: 2.10; 1C95%: 0.99 a 4.40; p<0.05) (Tabla 4).

De forma independiente, en el presente estudio la tipificacion del gen cagA fue
positivo para todos los aislados de H. pylori. Hallazgo que es comparable al
reporte de Boehnke et al, 2017 donde se observo que el 100% de los aislados
provenientes de pacientes peruanos de una entidad publica de salud de la ciudad
Lima presentan el gen cagA (44). El hallazgo difiere con el reporte de Evangelista
et al, 2016 para la ciudad de Trujillo en la regién La Libertad (61%) (75), lo que
sugiere una predominancia de cepas H. pylori con genotipo cagA(+) en
poblaciones procedentes de la ciudad de Lima en Perd. Ademas, una mayor
frecuencia de cepas H pylori cagA(+) detectadas entre pacientes con dispepsia no
solo sugiere un mayor riesgo en el desarrollo de cancer gastrico, sino también un
mayor grado de inflamacién crénica sobre la mucosa epitelial gastrica que
aumenta el riesgo de atrofia y metaplasia intestinal comparadas con cepas H.
pylori cagA(-) (113, 114).

Se conoce que todas las cepas de H. pylori producen la toxina vacA, sin embargo
existe una importante variacion en la capacidad en que la toxina induce
vacuolizacion de las células del tejido epitelial gastrico, esta variacion es atribuida
a la diversidad genetica del gen vacA y su capacidad de asumir diferentes

reordenamientos polimorficos (34, 100). En el presente estudio, la tipificacion del
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gen de la citotoxina vacuolizante A, mostrd que el riesgo de desarrollo de lesion
precancerosa de tipo metaplasia intestinal para el genotipo vacAsl fue de 3.19
(p>0.05) y para el genotipo vacAml fue 2.52, este ultimo hallazgo fue
estadisticamente significativo, hallazgos que sugieren un alto nivel de respuesta
inflamatoria con mayor dafio sobre el epitelio gastrico de los pacientes con
dispepsia peruanos y que es similar a las observaciones de Mattos et al, 2013 que
mediante un metaanalisis reportdé que los genotipos vacAsl (OR: 5.32; 1C95%:
2.76 a 10.26) y el genotipo vacAm1 (OR:2.50; 1C95%: 1.67 a 3.75) se asocian el
riesgo de desarrollo de cancer gastrico (115). Se caracterizé la regién intermedia
del gen vacA, se observé que el polimorfismo vacAil fue predominante entre los
aislados (63.9%) y presenta un riesgo de desarrollo de metaplasia intestinal de
2.32 (p<0.05) respecto a los casos con gastritis cronica no atrofica entre los
pacientes con infeccién. Se conoce que la region intermedia del gen vacA es
esencial para la actividad vacuolizante de la toxina y, Segun EI Khadir et al, 2020
se asocia significativamente al estadio clinico de metaplasia intestinal en pacientes
con la infeccion por H. pylori (OR: 2.75; 1C95%: 1.59 a 4.73) (116). Ademas, se
ha reportado a partir de aislados provenientes de Colombia, una predominancia de
polimorfismos vacAil entre cepas de H. pylori positivas para el gen cagA (103).
La tipificacion de la delecion de la region intermedia del gen de la citotoxina
vacuolizante A no mostr0 una asociacion significativa con el estadio de
enfermedad avanzada entre pacientes con la infeccion por H. pylori (Rpa: 0.95;
IC95%: 0.63 a 1.43; p>0.05). Segun Ogiwari et al, 2009 la delecion de 81bp en la
region intermedia del gen vacA podria ser un predictor de lesiones severas del

epitelio gastrico y reporta frecuencias de la variante vacAd1 de 74.1% en Estados
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Unidos y de 74% en Colombia, el reporte es comparable al presente estudio
(70.9%). Ademas, reporta, riesgos significativos en los casos con cancer gastrico
(OR: 8.04; 1C95%: 2.67 a 24.16; p<0.05) pero ausencia de diferencias estadisticas
con relacion a los casos con lesiones tempranas como gastritis atréfica (OR: 1.87;
1C95%: 0.91 a 3.87; p>0.05) (105).

En adicion se explord, los polimorfismos asociados al gen inducido por contacto
con el epitelio, donde se observé que la variante con alelo 1 y alelo 2 para el gen
iceA presento un 54% menor de riesgo con el desarrollo de metaplasia intestinal,
este hallazgo fue estadisticamente significativo (RPa: 0.46; 1C95%: 0.30 a 0.70;
p<0.05). También se explord la presencia del gen de la adhesina fijadora de
antigenos de grupo sanguineo (gen babA2), se observé que la prevalencia de cepas
con el alelo 2 para el gen babA fue 22% mayor entre los casos con diagnostico de
metaplasia intestinal respecto a los casos con enfermedad crénica no atrofica, el
hallazgo no fue estadisticamente significativo (RPa: 1.22; 1C95%: 0.84 a 1.78;
p>0.05). Se ha reportado en poblaciones de Brasil y México, frecuencias de 13.3%
a 40.4% para genotipos babaA2 en cepas H. pylori, en el presente estudio se
observo una frecuencia de 52.5% (117, 118).

En el estudio la caracterizacion molecular de H. pylori presenta un significado
clinico importante, pero su heterogeneidad sugiere que se pueda subestimar la
relacion con los estados clinicos preneoplésicos dada la coinfeccion con variantes
genéticas de riesgo. Se observo que el genotipo multiple EPI'YA-ABC/ABCC
presento un riesgo de 1.56 veces de asociarse al diagnostico histopatologico de
metaplasia intestinal respecto a los casos con gastritis crénica no atrofica (1C95%:

1.02 a 2.41; p<0.05), pero el hallazgo perdi6 significancia estadistica al ajustarse
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por la variables epidemioldgicas sexo y edad (RPa: 1.31; 1C95%: 0.84 a 2.03,
p>0.05). En relacion con la caracterizacion molecular de los subtipos vacAsl de
la citotoxina vacuolizante A, se observo que el genotipo mdltiple vacAsla/slb
presenta un efecto protector en el desarrollo de metaplasia intestinal entre
pacientes con dispepsia que presentan la infeccién por H. pylori (RPa: 0.35;
IC95%: 0.17 a 0.77; p<0.05). Es de considerar que el estadio clinico de los
pacientes infectados puede ser multifactorial dependiendo del genotipo de
virulencia del patdgeno, la susceptibilidad genética del huésped, la capacidad de
respuesta del sistema inmunoldgico del huésped y factores ambientales (18, 119).
Lo que sugiere, la necesidad de una evaluacion mas extensa del conjunto de
factores involucrados en la infeccion por H. pylori y su relacion con los estadios
clinicos premalignos o malignos del tejido epitelial gastrico.

Es importante continuar investigando la relacion patégeno — hospedero y su
impacto sobre el desarrollo de adenocarcinoma gastrico. Los estudios de relacion
patégeno — hospedero se favorecen con la disposicién de muestras clinicas
provenientes de Biobancos, que contribuyen al establecer relaciones de interés
clinico o asistencial con la investigacion béasica. Sin embargo, la criopreservacion
de muestras de alta calidad puede verse afectada a lo largo tiempo, cuando se desea
sostener la viabilidad de microorganismos de dificil cultivo o con cualidades de
transformacion a células viables no cultivables (4, 120). En este estudio se observé
que el 14.1% de las muestras clinicas entre los casos elegibles presento una falta
de reactivacion. Se conoce que el cultivo de H. pylori bajo condiciones
estandarizadas requiere de una concentracion de inoculo de entre 1x107 a 1x10°8

UFC/ml y que tiempos prolongados de criopreservacion pueden reducir
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concentraciones de 1x10° UFC/ml a 1x10° UFC/ml, lo que afecta la reactivacion
de cepas aisladas hasta en 21.4% (121-123).

En la investigacion, el disefio transversal y la presencia de genotipos de riesgo
observada entre los casos con gastritis crénica no atrofica; ademas, de los riesgos
multifactoriales relacionados con el desarrollo de adenocarcinoma gastrico
impiden la generalizacion de resultados. Se sugiere que en futuros estudios se
aborde una descripcion histopatoldgica armonizada de los casos, de preferencia
mediada por el sistema operativo de evaluacion de gastritis (OLGA) y el enlace
operativo de evaluacion de metaplasia intestinal gastrica (OLGIM) lo que
facilitaria una adecuada agrupacion de los casos segun el nivel de afeccidn
histoldgica de atrofia 0 metaplasia intestinal sobre la mucosa epitelial gastrica
(124, 125). Ademas, en similitud a este estudio, el método microbioldgico de
barrido para el aislamiento de H. Pylori a partir de biopsias gastricas es adecuado
para disponer de una mayor densidad de aislamiento clinico, pero debe ser
comparado frente al método de cultivo de seleccidn de colonias individuales, lo
que facilitaria una caracterizacion genotipica que minimice la presencia de
genotipos multiples (99, 126).

En conclusién, los hallazgos observados en el estudio manifiestan que las cepas
de H. pylori circulantes en nuestro medio presentan una alta frecuencia de
variantes genéticas documentadas como variantes de riesgo en el desarrollo de
lesiones severas asociadas con malignidad gastrica. Destacando que en pacientes
peruanos con dispepsia que presentan la infeccion por H. pylori la presencia de
polimorfismos de riesgo para los genes cagA y vacA se relacionan con el estadio

clinico de lesion preneoplasica de tipo metaplasia intestinal.
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5.1.  Resumen

H. pylori es un patégeno bacteriano que afecta a ~50% de la poblacion global y
subyace a enfermedad ulcerativa gastroduodenal y cancer gastrico. El objetivo del
estudio fue explorar la presencia de la variante genética de riesgo EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl detectada mediante técnicas de secuenciacion de dltima
generacion en cepas aisladas de H. pylori y su relacién con la lesion precancerosa
metaplasia intestinal observada en pacientes peruanos con dispepsia, ademas de
describir las caracteristicas filogénicas, el virulomay el resistoma de las cepas de
H. pylori. Se observé que el genotipo EPIYA-ABCC/vacAslamlildl estuvo
presente en el 12.2% de los genomas completos secuenciados y en el 83.3% de los
casos con metaplasia intestinal. Se observd que la prevalencia de la variante
genética de virulencia fue 77% mayor en pacientes con metaplasia intestinal

respecto a los casos con gastritis cronica no atréfica, el hallazgo fue significativo
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(RPa: 1.77; 1C95%: 1.13 a 2.77; p<0.05). Se observd que los genes de adhesinas
babB/hopT (RPa: 1.19; 1C95%: 0.70 a 2.04), hopZ (RPa: 1.49; 1C95%: 0.87 a
2.56) y sabB/hopO (RPa:1.41; 1C95%: 0.91 a 2.17) fueron prevalentes entre los
casos con metaplasia intestinal, pero la evidencia no fue estadisticamente
significativa. También hubo evidencia significativa que la prevalencia de aislados
de H. pylori resistentes a macrolidos fue 92% mayor en pacientes con metaplasia
intestinal respecto a los casos con gastritis cronica no atrofica (RPa: 192; 1C95%:
1.24 a 3.11; p<0.05). La presencia de variantes genéticas de virulencia basados en
el gen cagA y el vacA como el genotipo EPI'YA-ABCC/vacAslamlildl es
predominante entre casos con metaplasia intestinal y es un factor de riesgo de
desarrollo de lesion severa sobre el epitelio gastrico.

Palabras clave: Helicobacter pylori, Resistoma, Viruloma, Genoma completo,

neoplasias gastricas. (DeCS/BIREME)

5.2. Abstract

H. pylori is a bacterial pathogen that affects ~50% of the global population and
underlies gastroduodenal ulcerative disease and gastric cancer. The aim of the study
was to explore the presence of the EPIYA-ABCC/vacAslamlildl risk genetic
variant in H. pylori isolates and its relationship with the precancerous lesion
intestinal metaplasia observed in Peruvian patients with dyspepsia, as well as to
describe the phylogenic characteristics, virulome and resistome of H. pylori strains.
It was observed that the EPI'YA-ABCC/vacAslamlildl genotype was present in
12.2% of the complete genomes sequenced and in 83.3% of the cases with intestinal

metaplasia. The prevalence of the virulence gene variant was 77% higher in patients
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with intestinal metaplasia than in cases with chronic non-atrophic gastritis, the
finding was significant (PRa: 1.77; 95%CI: 1.13 to 2.77; p<0.05). The adhesin
genes babB/hopT (PRa: 1.19; 95% CI: 0.70 to 2.04), hopZ (PRa: 1.49; 95% CI: 0.87
to 2.56) and sabB/hopO (PRa:1.41; 95% CI: 0.91 to 2.17) were prevalent among
cases with intestinal metaplasia, but the evidence was not statistically significant.
There was also significant evidence that the prevalence of macrolide-resistant H.
pylori isolates was 96% higher in patients with intestinal metaplasia compared to
cases with chronic non-atrophic gastritis (PRa: 192; 95%Cl: 1.24 to 3.11; p<0.05).
The presence of genetic virulence variants based on the cagA and vacA gene such
as the EPI'YA-ABCC/vacAslamlildl genotype is predominant among cases with
intestinal metaplasia and is a risk factor for the development of severe injury to the
gastric epithelium.

Key words: Helicobacter pylori, Resistome, Virulome, Whole genome, Gastric

cancer. (MeSH/NLM)
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5.3.  Introduccion

H. pylori es un patdgeno bacteriano microaerofilico gram negativo que coloniza 'y
persiste en el epitelio gastrico humano. La infeccion por H. pylori afecta a ~50%
de la poblacion global y subyace a enfermedad ulcerativa gastroduodenal y cancer
gastrico (127, 128). El riesgo de adenocarcinoma atribuible a la infeccion por H.
pylori es ~85.9% (10, 76) y en Perd, segun Custodio et al, el 89.6% de los casos
diagnosticados con cancer de tejidos estomacales registrados en el INEN presentan
lainfeccion por H. pylori (77, 78). El desarrollo de lesiones severas sobre el epitelio
gastrico entre los casos con infeccion por H. pylori se relaciona con la presencia de
factores moleculares de virulencia en el patdgeno y la magnitud de las lesiones
preneoplasicas se asocia con las diferencias polimorficas de los factores de
virulencia entre las cepas de H. pylori (12, 129).

Varios factores de virulencia de H. pylori, como cagA, vacA, oipA, babA, hopQ y
sabA han demostrado ser predictores de atrofia gastrica, metaplasia intestinal y
resultados clinicos graves como adenocarcinoma gastrico, pero es importante
destacar que los factores de virulencia estan relacionados entre si y la presencia
conjunta de polimorfismos de riesgo de cada gen de virulencia distingue variantes
genéticas de virulencia especificas del patégeno H. pylori (130, 131). En la
actualidad, las tecnologias de secuenciacion de Gltima generacion (NGS) y el
estudio de genomas completos de patdgenos son una poderosa herramienta para
caracterizar la patogenicidad de H. pylori (132, 133). Comparado a las estrategias
convencionales de deteccidn dirigida de variantes genéticas, las tecnologias basadas
en NGS incrementan el poder de descubrimiento bajo un enfoque que no requiere

el conocimiento previo de la informacidn de la secuencia de interés lo que facilita

52



un mayor sensibilidad en la identificacion de variantes genéticas del patégeno (134-
137).

En Perd, los estudios basados en NGS de genomas de completos del patégeno H.
pylori han facilitado distinguir los rasgos migratorios de nuestra poblacion y la
comparacion de genomas de regiones cultural y geograficamente distintas,
provenientes de las comunidades Ashaninkas y Shimaa en la Amazonia, de los
andes en Puno y mestizas en Lima, demuestran un predominio de poblaciones
bacterianas con una mayor presencia de elementos relacionados a genes de
virulencia y patogenicidad (22, 24, 25). Lo que sugiere que los aislados
provenientes de la region costa en Lima, PerU presentarian variantes genéticas de
H. pylori poblacional y microbioldgicamente diferenciadas. El objetivo del estudio
fue explorar la presencia de la variante genética de riesgo EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl detectada mediante técnicas de secuenciacion de Gltima
generacion en cepas aisladas de H. pylori y su relacién con la lesion precancerosa
metaplasia intestinal observada en pacientes peruanos con dispepsia, ademas de
describir las caracteristicas filogénicas, el viruloma y el resistoma de los genomas

completos de las cepas aisladas de H. pylori.

5.4. Material y métodos

5.4.1. Disefio, poblacion y criterios de inclusion

El disefio de estudio fue de tipo exploratorio y utilizd los registros de pacientes

adultos con dispepsia referidos para endoscopia en el servicio de gastroenterologia

del Hospital Cayetano Heredia en la ciudad de Lima, Pert que presentaron la
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infeccion por H. pylori, y también se empled las muestras de cepas aisladas
criopreservadas del patdgeno provenientes del biobanco del Laboratorio de
Helicobacter pylori del Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt,
colectados en un estudio de prevalencia durante el periodo 2016 y 2017. Las cepas
fueron aisladas a partir de biopsias gastricas por los investigadores del estudio
madre y se empled el protocolo Maastricht (52), donde cada aislado correspondio
a un paciente diferente. El estudio de prevalencia no evalu6 las caracteristicas
filogénicas, moleculares de virulencia y de resistencia antimicrobiana, por lo cual,
los resultados en la investigacion 2 corresponden a una descripcion basal de las
caracteristicas genomicas de aislados de H. pylori. En la investigacion 1, se
describe el flujo de seleccion de casos con dispepsia e infeccion por H. pylori
elegibles (Figura 1). En la investigacion 2, los aislados clinicos fueron
seleccionados a partir de las cepas caracterizadas de forma molecular en la primera
investigacion. Se seleccionaron 58 cepas de H. pylori tipificadas de forma
convencional para sus factores moleculares de virulencia y que se encontraban
depositadas en el biobanco del Laboratorio de Helicobacter pylori del Instituto de
Medicina Tropical Alexander von Humboldt. Se realiz6 un muestreo por
conveniencia que consideré 1) los casos con infeccion por H. pylori que
presentaron diagnaéstico positivo por histopatologia, confirmados mediante cultivo
microbiologico y que dispongan de aislado criopreservado, 2) que presenten
reporte de hallazgos histopatologicos para lesion géastrica tipo gastritis crénica no
atrofica o lesion gastrica tipo metaplasia intestinal, y 3) que en el reporte de
caracterizacion molecular desarrollada en la investigacion 1 no hayan presentado

un patron genotipico de co-infeccion. Ademas, durante el proceso de obtencion de
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lecturas y ensamblajes de genomas completos del patégeno H. pylori, se excluyo
a los casos con aislamientos que presentaron baja calidad de lecturas obtenidas
por secuenciacion o baja calidad de genomas completos ensamblados. En la
Figura 2 se detalla el flujograma de casos con dispepsia e infeccion por H. pylori

elegibles para el estudio.

Excluidos en la investigacion 1:
Pacientes con dispepsia enrolados en « Diagnésticos negativos (n=196)
el Servicio de Gastroenterologia = Diagnasticos positivos a histologia, pero negativos a cultivo
(n=500) microbiologico (n=56)

+ Diagnésticos positivos a histologia y cultivo microbiolégico
sin presencia de aislado criopreservado (n=43)

"| « Casos con displasia (n=3)

= Casos con grastritis cronica atréfica sin metaplasia (n=15)

Evaluados para elegibilidad * Datos faltantes (n=29)

\

(n=158)

Excluidos en la investigacidn 2:
« Casos con co-infeccion (n=100)

Y

A

Total de elegibles

(n=58)
Excluidos en la investigacidn 2:
»| « Lecturas de baja caliad (n=5)
y * Genomas ensamblados de baja calidad (n=4)
Disponibles para el analisis
(n=49)

Figura 2. Flujograma de casos con dispepsia e infeccion por Helicobacter

pylori elegibles en la investigacion 2.

5.4.2. Consideraciones éticas
La investigacion fue registrada en el Sistema Descentralizado de Informacion y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) — Direccion Universitaria de

Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) con codigo 201182, y fue evaluado
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y aprobado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) previamente a su
ejecucion con numero de constancia 059-03-20. Durante la implementacion del
estudio se respetaron los principios éticos delineados en la Declaracion de

Helsinki, y por el CIE-UPCH.

5.4.3. Procedimientos de estudio

5.4.3.1.Reactivacion de cepas aisladas de Helicobacter pylori

Identificados los aislados a partir de los casos elegibles para el estudio, de forma
independiente, se tomo una alicuota de 200 ul de cada aislado criopreservado y
fue colocada en placas de cultivo que contenian agar BHI (BD, Alemania)
suplementado con 10% de sangre desfibrinada de cordero, y un sistema de cribado
microbiologico basado en anfotericina B (Sigma-Aldrich, E.E.U.U.U) y
suplemento selectivo Skirrow (Oxoid, Reino Unido) y, suplemento nutricional
Isovitalex (BD, Alemania) para facilitar el crecimiento de cepas H. pylori. Las
placas de cultivo fueron incubadas bajo condiciones de microaerobiosis donde se
empled un sistema de mezcla de gases (10% de CO2, 5% de O2 y 85% de N2)
(Praxair, Per() a 37°C durante 4 a 7 dias. Empleando los estandares para la
identificacion del microorganismo H. pylori, se procedi6 a cosechar las colonias
considerando sus caracteristicas de cultivo, tincion Gram y caracteristicas

bioquimicas (ureasa, catalasa y oxidasa positivo) (97, 138).
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5.4.3.2.Extraccion de ADN gendmico

El ADN genomico de las cepas aisladas de H. pylori se obtuvo mediante el kit de
purificacion GeneJET Genomic DNA (ThermoFisher, E.E.U.U) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion del ADN genomico purificado se
realizd mediante un sistema de espectroscopia de fluorescencia Qubit empleando
el kit para productos que contienen alta concentracion de ADN The Broad Range
(BR) (Invitrogen, E.E.U.U). Se prepararon alicuotas de ADN genomico a
concentracion de 0.2ng/ul que fueron procesadas empleando el kit para
tagmentacion Nextera XT Sample Prep (lllumina, E.E.U.U). Luego, en el ADN
tagmentado se agregaron index primers seguido de amplificacién mediante PCR
a fin de elaborar genotecas de ADN. Previo a la secuenciacion se realiz6 un control
de calidad de las genotecas de ADN empleando el kit The High Sensitivity (HS)
(IMlumina, E.E.U.U), luego se realiz6 el secuenciamiento mediante la plataforma
Illumina Miseq empleando kits de secuenciacién MiSeq v2 para generar lecturas
de extremos emparejados con un méaximo de longitud de 2x150 pb y obtener una

cobertura 6ptima del genoma (minimo 50X y méximo de 60X) (139).

5.4.3.3.Ensamblaje y anotacion de los genomas completos de Helicobacter
pylori

La calidad de las lecturas sin procesar fue evaluada en el programa FastQC v0.11.7

(140). Las bases de baja calidad (la calidad de las bases <Q30) y los adaptadores

fueron removidos mediante la herramienta Trimmomatic v0.30 (141). Las lecturas

obtenidas del trimado se ensamblaron para obtener céntigos por medio del

algoritmo SPAdes v3.13.0 (142) y la calidad del ensamblaje del genoma se evaluo
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mediante la herramienta QUAST v5.0.2 (143) en el servidor en linea del Centro

de vigilancia genomica de patdgenos de la Universidad de Oxford —

Pathogenwatch (https://pathogen.watch/) (144)., y la herramienta CheckM v1.2.2
(145). Los genomas ensamblados fueron considerados de alta calidad para valores
de N50 > 50,000 pb, nimero de contigos < 400, y condiciones de integridad >
90% y de contaminacion < 5% (Tabla 5). Todos los genomas secuenciados en
este proyecto se depositaran en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés). Los ensambles fueron anotados por medio la
herramienta en linea PROKKA v1.14.0 y se empled la cepa de referencia H. pylori

26695 (146).

Tabla 5. Caracteristicas de calidad de los genomas completos de H. pylori

secuenciados y analizados en este estudio.

Tamafio GC  Contigos Integridad ~ Contaminacion

ID del genoma  CDS N50

(pb) (%) (n) (%) (%)
PER UPCH-1 1560 164571  38.9 33 192614 99.7 0.2
PER UPCH-2 1636 1700203 38.9 101 73047 98.3 3.2
PER UPCH-3 1554 1642367 38.8 36 103157 99.7 0.2
PER UPCH-4 1530 1626587 39.1 28 164354 99.7 0.0
PER UPCH-5 1551 1630706 39 40 104339 99.7 0.0
PER UPCH-6 1585 1669116 38.9 42 120739 99.7 0.0
PER UPCH-7 1540 1632317 39 30 99726 99.7 0.0
PER UPCH-8 1605 1668402 39.2 103 53759 99.9 4.5
PER UPCH-9 1610 1683343 38.8 63 90130 99.6 0.0
PER UPCH-10 1571 1653744 38.9 66 72754 96.5 0.5
PER UPCH-11 1661 1728388 38.7 90 113014 99.7 11
PER UPCH-12 1565 1660796 39 34 110974 99.8 0.0

58


https://pathogen.watch/

PER UPCH-13
PER UPCH-14
PER UPCH-15
PER UPCH-16
PER UPCH-17
PER UPCH-18
PER UPCH-20
PER UPCH-21
PER UPCH-23
PER UPCH-26
PER UPCH-27
PER UPCH-28
PER UPCH-29
PER UPCH-30
PER UPCH-31
PER UPCH-32
PER UPCH-33
PER UPCH-34
PER UPCH-35
PER UPCH-36
PER UPCH-37
PER UPCH-38
PER UPCH-39
PER UPCH-40
PER UPCH-41
PER UPCH-42
PER UPCH-43
PER UPCH-44
PER UPCH-45
PER UPCH-46
PER UPCH-47
PER UPCH-48
PER UPCH-49
PER UPCH-50
PER UPCH-51

1519
1566
1519
1578
1610
1588
1564
1548
1580
1564
1591
1568
1554
1649
1568
1601
1564
1597
1597
1542
1569
1725
1565
1510
1594
1558
1585
1598
1529
1541
1528
1541
1567
1600
1566

1624953
1649695
1620716
1672650
1693775
1683707
1657635
1626494
1679300
1654795
1674356
1632268
1647980
1707787
1624023
1676219
1648044
1685924
1675121
1638644
1621739
1772197
1628434
1612291
1665151
1665596
1677075
1693597
1627722
1626883
1637954
1638079
1655684
1674509
1641444

38.9
38.9
39
39
39
38.8
38.8
39
38.8
38.9
38.7
38.8
38.9
38.8
39
38.7
38.9
38.8
38.7
38.9
39
39.5
39.2
39
38.7
39
39
38.8
38.9
38.9
38.9
38.9
38.9
38.8
39

32
43
45
32
63
54
31
47
43
47
47
29
55
115
44
46
55
42
40
43
66
106
55
27
37
30
56
45
34
27
28
45
40
44
51

100957
135340
96415
101136
83850
78662
162942
78649
101138
95314
66252
146618
61033
54618
81804
93257
87597
100917
96266
101020
54538
99438
73583
266348
121788
129298
63204
116609
121460
109810
102725
95111
82530
98684
86921

99.7
99.7
98.7
99.7
99.7
97.1
99.7
99.7
99.9
100.0
99.7
99.7
99.6
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.7
99.9
98.4
99.7
99.8
99.7
99.7
99.9
98.7
99.6
99.7
99.9
99.7
99.8
99.9
99.7
99.7

0.0
0.0
0.0
0.0
2.2
0.0
0.7
0.0
11
0.0
0.0
0.0
0.0
4.8
0.0
0.0
0.7
0.2
0.0
0.0
0.4
1.6
0.0
0.0
0.4
0.0
0.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.2
0.0
0.0
0.4
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PER UPCH-52 1588 1676956 39 32 132574 99.7 0.0
PER UPCH-53 1498 1579439 39.1 33 116002 99.6 0.0

CDS: Regiones de codificacion; GC %: porcentaje del contenido de guanina y citosina; N50: valor
de N50.

5.4.3.4.Andlisis filogenético de los genomas completos de Helicobacter pylori
Se construyd un arbol filogenético basado en una tipificacion multilocus de
secuencias (MLST, por sus siglas en inglés), para ello se asignaron poblaciones
seglin las secuencias de siete genes conservados “House Keeping” de H. pylori
(atpA, efp, trpC, ppa, mutY, yphC y urel). Para el analisis se emplearon 643
genomas de H. pylori previamente seleccionados segun linaje poblacional y
descargados de la base de datos publica PubMLST

(https://pubmlist.org/organisms/helicobacter-pylori)  (147), ademés de las

secuencias de los 49 genomas disponibles en este estudio. Se prepard un script en
Pyhton a fin de extraer y concatenar las secuencias de los genes conservados y
luego fueron alineadas empleando la herramienta MAFFT v.7.490 (148, 149). En
adicion, se genero un arbol filogenético basado en polimorfismos de nucle6tido
simple (SNPs). Para el anélisis se emplearon 38 genomas peruanos de H. pylori
descargados de PUbMLST vy, los 49 genomas disponibles en el estudio (25). Los
arboles fueron construidos en el servidor en linea del Portal de ciber-
infraestructura para la investigacién filogenética (CIPRES, por sus siglas en

inglés) (https://www.phylo.org/index.php/portal/codes/) (150), se empled el

método de méaxima de verosimilitud y el modelo evolutivo General tiempo
reversible (GTR, por sus siglas en inglés) con un numero de replicaciones
Bootstrap de 1000. En paralelo se estimo la composicién del pangenoma para los

49 genomas disponibles en el estudio y se elaboré un arbol filogenético basado en
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SNPs para genes ortdlogos mediante la herramienta Roary (151). Finalmente, los
arboles filogenéticos generados fueron editados mediante la herramienta en linea
iTol v6 (152).
5.4.3.5.Determinacion del viruloma y resistoma de los genomas completos de
Helicobacter pylori
Para la deteccion de mutaciones en los genomas completos evaluados en el estudio,
se considero los cambios genéticos a nivel de nucledtidos y a nivel de aminoacidos,
de variantes genéticas de virulencia y de resistencia antibiotica. Se utiliz6 como
plantilla la cepa de referencia H. pylori 26695 (GenBank: NC_000915.1) (153).
En la caracterizacion del viruloma, se determind la presencia de motivos EPIYA
en la region variable del gen cagA v se tipifico el gen vacA para los alelos s1, s2,
i1, 12, d1, d2, m1, m2 y subtipos sla y slb, ademas, de los genes de adherencia
iceA (alelos 1y 2) y babA (alelo 2) (35, 98-107). La extraccidn, alineamiento y
analisis de las secuencias fue desarrollada en el software Geneious Prime
v2023.0.3 (154). En adicion, se exploré en la base de datos de factores de
virulencia de bacterias patdgenas (VFDB, por sus siglas en inglés)

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) la frecuencia de genes que conforman la

Isla de patogenicidad cagPAI (155-157), genes que participan en la adherencia del
patogeno al epitelio (babB/hopT, hpaA, hopZ, sabA/hopP, sabB/hopO, alpB/hopB
y alpA/hopC) (158-160) y genes asociados con modulacion de la respuesta
inmunologica (napA y oipA/hopH). Un gen fue presente para valores minimos de
80% de identidad y 80% de cobertura en sus secuencias (161, 162).

En la caracterizacion del resistoma, se exploro para los genes de ARNr 23S (gen

relacionado a la resistencia a macrolidos) (163), ARNr 16S (gen relacionado a la
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resistencia a tetraciclinas) (164), rdxA y frxA (genes relacionados a la resistencia a
nitroimidazoles) (165-167), cuyas secuencias fueron evaluadas mediante la
herramienta MAFFT v7.490 (148, 149) y se alinearon a cada genoma mediante el
algoritmo L-INS-i, para identificar los determinantes genéticos relacionados con la
resistencia antibiotica. Ademas, se identificaron cambios en las secuencias de
aminoacidos codificados por los genes gyrA, gyrB (genes relacionados a la
resistencia a quinolonas) (168, 169), y los genes pbpl1A, pbp2, pbp3 y pbp4 (genes
relacionados a la resistencia a betalactamicos) (68, 69). En la relacién de genotipo
de resistencia antibidtica y fenotipo de lesion preneoplasica entre los casos con
dispepsia e infeccion por H. pylori, se considerd las mutaciones que han demostrado
de forma experimental transformaciones a fenotipos bacterianos resistentes o
mutaciones relacionadas a valores altos de concentracion minima inhibitoria de
antibiético empleados de forma convencional en la terapia de infeccion por H.

pylori (Tabla 6).
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Tabla 6. Genes y mutaciones con evidencia experimental relacionados a

resistencia antibiotica a farmacos de uso convencional en el tratamiento de la

infeccion por H. pylori.

Antibidtico

Gen

Mutaciones?

Referencias

Claritromicina

ARNr 23S

A2143G
A2142G/C

(163)

Levofloxacino

gyrA

N87K/IY
DI1Y/G/N

(168, 169)

Metronidazol

rdxA

R16H/C
M21A

Q50 coddn terminal
E75 coddn terminal
E133 coddn terminal

T211 cododn terminal

(165, 166, 170)

Amoxicilina

pbplA

S402N

S414S/N
T556S
N562Y

T593A/G

(62, 69)

aEvento genético con evidencia experimental de transformacion a fenotipos bacterianos

resistentes o mutaciones relacionadas a valores altos de concentracion minima inhibitoria.

5.4.3.6.Procesamiento de datos y analisis estadistico

Las variables de estudio fueron descritas mediante estadisticos de resumen. La

asociacion entre los tipos de lesion precancerosas de mucosa epitelial gastrica y el

genotipo virulento EPIYA-ABCC/vacAs1lmlildl en los aislados de H. pylori

provenientes de pacientes peruanos con sintomas de dispepsia fue explorada de

forma bivariada usando la prueba de ji-cuadrada. Ademas, se explord la asociacion
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entre los tipos de lesion precancerosas frente a otros genotipos de virulencia, genes
de adherencia y genes relacionados a resistencia antibidtica, en caso de
incumplimiento de supuestos se empleo la prueba exacta de Fisher y se considero
un nivel de significancia p<0.05. Para el andlisis de genes de resistencia antibiotica
se consideré aquellas mutaciones que de forma experimental han demostrado
trasformaciones a fenotipos resistentes. Adicionalmente, se realizé un analisis de
regresion bivariado y multiple mediante una regresion de Poisson empleando un
modelo lineal generalizado de familia binomial con enlace log a modo de lograr
una aproximacion a la distribucion binomial, permitiendo el calculo de la razén
de prevalencias siendo este significativo para valores de p<0.05. Todos los analisis

fueron desarrollados empleando el paquete estadistico Stata/SE version 17.0.

55. Resultados

En la poblacién de 49 pacientes con dispepsia que presentaron la infeccion por H.
pylori, el 57.1% de los casos presentd diagnostico histopatolégico de metaplasia
intestinal y se observd que la variante genética de virulencia EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl estuvo presente en el 12.2% de los genomas completos
secuenciados y en el 83.3% de los casos con metaplasia intestinal. En el analisis
de regresion ajustado por sexo y edad, se observé que la prevalencia de casos con
diagnostico de metaplasia intestinal que presentaron aislados de H. pylori con el
genotipo EPIYA- ABCC/vacAslamlildl es 1.77 veces respecto a aquellos casos
con hallazgo histopatoldgico de gastritis cronica no atrofica (p>0.05). Este
resultado fue similar en el analisis de regresion bivariado (RP: 1.55; 1C95%: 0.99

a 2.45; p>0.05) (Tabla 7) (Tabla 8) (Tabla 9).
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Tabla 7. Caracteristicas del viruloma en los genomas completos de cepas

aisladas de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.

Caracteristicas del viruloma N (%)
Sexo

Mujer 33 (67.4)

Hombre 16 (32.6)
Edad

<35 afios 4(8.2)

35-50 afios 11 (22.5)

>50 afios 34 (69.3)
Poblacion genética

hspAmerind 4 (8.2)

hpEurope 38 (77.6)

hpAfrical 7(14.2)
Motivos EPIYA

ABC 39 (79.6)

ABCC 7 (14.3)

Delecionado 3(6.1)
Islote de patogenicidad cagPAI?

Parcialmente delecionado 21 (40.8)

Semi intacto 8 (16.3)

Intacto 20 (42.9)
Region sefial de la citotoxina vacuolizante A

vacAs2 2(4.1)

vacAsl 47 (95.9)
Subtipos sl de la region sefial de la citotoxina vacuolizante A

vacAslb 2(4.1)

vacAsla 47 (95.9)
Region media de la citotoxina vacuolizante A

vacAm2 1(2.1)

vacAml 48 (97.9)
Region intermedia de la citotoxina vacuolizante A

vacAi2 10 (20.4)
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vacAil
Delecion de la region intermedia de la citotoxina vacuolizante A
vacAd2
vacAdl
Genotipo vacAslmlildl
Otros genotipos®
vacAslamlildl
Gen inducido por contacto con el epitelio
iceA2
iceAl
Adhesina fijadora de antigenos del grupo sanguineo
babA2 negativo
babA2 positivo
Gen babB/hopT
Negativo
Positivo
Gen hpaA
Negativo
Positivo
Gen hopZ
Negativo
Positivo
Gen sabA/hopP
Negativo
Positivo
Gen sabB/hopO
Negativo
Positivo
Gen alpB/hopB
Negativo
Positivo
Gen alpA/hopC
Negativo
Positivo

Gen napA

39 (79.6)

2 (4.1)
47 (95.9)

11 (22.5)
38 (77.5)

1(2.1)
48 (97.9)

27 (55.1)
22 (44.9)

30 (61.2)
19 (38.8)

0(0.0)
49 (100.0)

18 (36.7)
31 (63.3)

10 (20.4)
39 (79.6)

38 (77.6)
11 (22.4)

49 (100.0)
0(0.0)

49 (100.0)
0(0.0)
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Negativo 0(0.0)

Positivo 49 (100.0)
Gen oipA/hopH

Negativo 1(2.1)

Positivo 48 (97.9)
Genotipo EPIYA-ABCC/ vacAslamlildl

Otros genotipos® 43 (87.8)

EPIYA-ABCC/ vacAslamlildl 6 (12.2)
Hallazgo histopatoldgico

Gastritis cronica no Atrdfica 21 (42.9)

Metaplasia 28 (57.1)

3Islote de patogenicidad cagPALl: Intacto (26 genes disponibles para analisis VFDB); Semi
Intacto (< 26 genes con presencia de 17 genes esenciales); Parcialmente delecionado (< 26
genes con ausencia de al menos 1 gen esencial).

Genotipos diferentes al genotipo vacAslamlildl o con mdltiples variantes alélicas para el
gen vacA.

°Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo EPIYA-

ABCC/vacAslamlildl o con multiples variantes alélicas para el gen cagA o el gen vacA.
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Tabla 8. Factores moleculares del viruloma de las cepas aisladas asociados al

hallazgo histopatoldgico de pacientes con dispepsia e infeccion por Helicobacter

pylori en analisis bivariado.

Hallazgo histopatoldgico

Variables Gastritis cronica no Metaplasia o
atrofica (N=21) (N=28)
n (%) n (%)
Sexo 0.598
Mujer 15 (45.5) 18 (54.5)
Hombre 6 (37.5) 10 (62.5)
Edad 0.050
<35 afios 2 (50) 2 (50)
35-50 afios 8 (72.7) 3(27.3)
>50 afios 11 (32.4) 23 (67.6)
Poblacion genética 0.684
hspAmerind 2 (50.0) 2 (50.0)
hpEurope 15 (39.5) 23 (60.5)
hpAfrical 4 (57.1) 3(42.9)
Motivos EPIYA 0.057™
ABC 16 (39.0) 23 (56.1)
ABCC 2 (28.6) 5(71.4)
Delecionado 3(100.0) 0(0.0)
Islote de patogenicidad cagPAI? 0.514™
Parcialmente delecionado 10 (50.0) 10 (50.0)
Semi intacto 4 (50.0) 4 (50.0)
Intacto 7 (33.3) 14 (66.7)
Region sefial de la citotoxina vacuolizante A 0.179™
vacAs2 2 (100.0) 0(0.0)
vacAsl 19 (40.4) 28 (59.6)
Subtipos sl de la region sefial de la citotoxina
vacuolizante A 0.763™
vacAsla 2 (50.0) 2 (50.0)
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vacAslb
Region media de la citotoxina vacuolizante A
vacAm2
vacAml
Regidn intermedia de la citotoxina vacuolizante A
vacAi2
vacAil
Delecién de la region intermedia de la citotoxina
vacuolizante A
vacAd2
vacAdl
Genotipo vacAsimlildl
Otros genotipos®
vacAsimlildl
Gen inducido por contacto con el epitelio
iceA2
iceAl
Adhesina fijadora de antigenos del grupo sanguineo
babA2 negativo
babA2 positivo
Gen babB/hopT
Negativo
Positivo
Gen hopA
Negativo
Positivo
Gen hopz
Negativo
Positivo
Gen sabA/hopP
Negativo
Positivo
Gen sabB/hopO
Negativo

Positivo

19 (42.2)

1 (100.0)
20 (41.7)

7 (70.0)

14 (35.9)

2 (100.0)

19 (40.4)

7 (63.6)
14 (36.8)

0(0.0)
21 (43.8)

11 (40.7)
10 (45.5)

14 (46.7)
7 (36.8)

0(0.0)
21 (42.9)

10 (55.6)
11 (35.5)

4 (40.0)
17 (43.6)

18 (47.4)
3(27.3)

26 (57.8)

0(0.0)
28 (58.3)

3(30.0)

25 (64.1)

0(0.0)

28 (59.6)

4 (36.4)
24 (63.2)

1 (100.0)
27 (56.2)

16 (59.3)
12 (54.5)

16 (53.3)
12 (63.2)

0(0.0)
28 (57.1)

8 (44.4)
20 (64.5)

6 (60.0)
22 (56.4)

20 (52.6)
8 (72.7)

0.429™

0.052™

0.179™

0.114

0.382™

0.740

0.498

N.D

0.171

0.838

0.236
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Gen alpB/hopB
Negativo
Positivo

Gen alpA/hopC
Negativo
Positivo

Gen napA
Negativo
Positivo

Gen oipA/hopH
Negativo

Positivo

Genotipo EPIYA-ABCC/ vacAslamlildl
Otros genotipos®
EPIYA-ABCC/ vacAslamlildl

21 (42.9)
0(0.0)

21 (42.9)
0(0.0)

0(0.0)
21 (42.9)

1 (100.0)
20 (41.7)

20 (46.5)
1(16.7)

28 (57.1)
0(0.0)

28 (57.1)
0(0.0)

0(0.0)
28 (57.1)

0 (0.0)
28 (58.3)

23 (53.5)
5 (83.3)

N.D

N.D

N.D

0.429™

0.219™

4Islote de patogenicidad cagPALl: Intacto (26 genes disponibles para anélisis VFDB); Semi Intacto

(< 26 genes con presencia de 17 genes esenciales); Parcialmente delecionado (< 26 genes con ausencia

de al menos 1 gen esencial).

Genotipos diferentes al genotipo vacAslamlildl o con multiples variantes alélicas para el gen vacA.

°Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo EPIYA _ABCC/vacAslamlildl o con

maltiples variantes alélicas para el gen cagA o el gen vacA.

*Prueba estadistica de ji-cuadrada; ** Prueba exacta de Fisher.
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Tabla 9. Factores moleculares del viruloma de cepas aisladas de Helicobacter

pylori independientemente asociados al hallazgo histopatoldgico en analisis de

regresion multiple.

Caracteristicas

Analisis bivariado

Regresion multiple

RP IC 95% p RPa IC 95% p

Poblacion genética

hspAmerind Ref. Ref.

hpEurope 121 043-337 0.712 115 0.43-3.13 0.773

hpAfrical 0.86 0.23-3.19 0.816 0.86 0.24-3.03 0.812
Motivos EPIYA

ABC Ref. Ref.

ABCC 121 0.70-2.08 0.489 135 0.82-221 0.232

Delecionado - - - - - -
Islote de patogenicidad
cagPAI?

Parcialmente delecionado Ref. Ref.

Semi intacto 1.00 0.44-229 1.000 115 0.49-270 0.738

Intacto 133 0.78-2.28 0.290 132 0.79-222 0.285
Subtipos s1 de la region sefal
de la citotoxina vacuolizante A

vacAslb Ref. Ref.

vacAsla 116 042-3.18 0.779 1.05 0.36-3.05 0.925
Region intermedia de la
citotoxina vacuolizante A

vacAi2 Ref. Ref. - -

vacAil 214 0.81-573 0.127 201 0.76-5.34 0.165
Genotipo vacAsimlildl

Otros genotipos® Ref. Ref.

vacAsimlildl 1.74 0.76-3.97 0.191 165 0.73-3.72 0.225
Gen inducido por contacto con
el epitelio

iceA2 Ref. Ref. - -
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iceAl
Adhesina fijadora de antigenos
del grupo sanguineo
babA2 negativo
babA2 positivo
Gen babB/hopT
Negativo
Positivo
Gen hopz
Negativo
Positivo
Gen sabA/hopP
Negativo
Positivo
Gen sabB/hopO
Negativo
Positivo
Genotipo EPIYA-ABCC/
vacAslamlildl
Otros genotipos®
EPIYA-ABCC/
vacAslamlildl

0.56

Ref.

0.92

Ref.
1.18

Ref.
1.45

Ref.
0.94

Ref.

1.38

Ref.
1.55

0.44-0.73

0.56 —1.51

0.73-1.92

0.81-2.60

0.53-1.68

0.86 —2.23

0.99 -2.45

0.001

0.744

0.494

0.212

0.836

0.183

0.055

0.67

Ref.

0.95

Ref.
1.19

Ref.

1.49

0.97

Ref.

1.41

Ref.
1.77

0.45-0.99

0.57-1.60

0.70-2.04

0.87 —2.56

0.56 — 1.66

0.91-2.17

1.13-2.77

0.046

0.856

0.507

0.148

0.904

0.122

0.012

RP: razon de prevalencia; RPa: razon de prevalencia ajustada por sexo y edad; 1C95%: Intervalo de

confianza al 95%.

4Islote de patogenicidad cagPALl: Intacto (26 genes disponibles para analisis VFDB); Semi Intacto (<

26 genes con presencia de 17 genes esenciales); Parcialmente delecionado (< 26 genes con ausencia

de al menos 1 gen esencial).

bGenotipos diferentes al genotipo vacAslamlildl o con multiples variantes alélicas para el gen vacA.

°Genotipos cagA(+) con variantes alélicas diferentes al genotipo EPI'Y A-ABCC/vacAslamlildl o con

maltiples variantes alélicas para el gen cagA o el gen vacA.

El anélisis filogenético de los genomas completos de los aislados de H. pylori,

mostré que el 8.2% de los aislados corresponde a la subpoblacion genética
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hspAmerind y que el 77.6% presenta linaje hpEurope. También se observaron
aislados correspondientes a la poblacion hpAfrical en un 14.2% (Tabla 7) (Figura
3). Se observo que en aislados provenientes de la amazonia peruana aun se
distingue la subpoblacién hspAmerind, que en relacion con aislados de la costa de

Per(, en Lima existe una predominancia de cepas hpEurope (Figura 4).

Tree scale: 0.01 ———

Poblaciones H. pylori
- hpAfrica2

I npAfrical

- hpSahul

Il nhpEurope

- hspEAsia

] hspAmerind

Aislamientos de H. pylori \
@ Genomas del estudio \
N\

il

L
i

Figura 3. Arbol filogenético basado en MLST de cepas aisladas de Helicobacter
pylori provenientes de pacientes peruanos con dispepsia y 643 genomas de otras

poblaciones filogenéticas.
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Tree scale: 0.1 +

Lugar de aislamiento
[] Ashaninka
| | shimaa

Poblacidn filogenética
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|| hpEurope
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Estadio clinico

() Gastritis crénica no atrofica

W Metaplasia intestinal
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o
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SHIM 011/1-142841
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SHIM 010/1-142841
SHIM 002/1-142841

Figura 4. Arbol filogenético basado en SNP de los genomas completos de cepas

aisladas de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos y 32 genomas

peruanos.
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Los hallazgos moleculares del viruloma de los genomas completos de H. pylori
evidenciaron que la totalidad de cepas presentd el gen cagA y que el 14.3% de los
genomas mostré duplicidad del motivo EPI'YA-C para un genotipo ABCC. En la
region variable del gen cagA el genotipo ABC fue el de mayor frecuencia (79.6%)
y el 42.9% de los genomas presentd un islote de patogenicidad cagPAI intacto
(Tabla 7) (Tabla 10). Con relacion al gen de la citotoxina vacuolizante A, se
observo que el alelo 1 de la region sefial y el subtipo vacAsla presentaron una
mayor frecuencia (95.9%). Los hallazgos en la region media, intermedia y la
delecion de la region intermedia del gen vacA mostraron una alta frecuencia para
los genotipos vacAm1 (97.9%), vacAil (79.6%) y vacAdl (95.9%). También se
tipifico para genes relacionados con la adherencia y observo que el 97.9% presentd
el alelo 1 para el gen iceA y que el 44.9% de los aislados fue positivo al alelo 2
del gen babA. Se observd una menor frecuencia para los genes babB/hopT
(38.8%), hopZ (63.3%), sabB/hopP (79.6%) y oipA/hopH (97.9%) (Figura 5).
Ademas, el pangenoma para los genomas peruanos analizados en el estudio estuvo
conformado de 7000 genes, lo que se dividieron en 903 genes pertenecientes al
genoma central, 119 genes al soft, 830 al shell y 5148 conformaron los genes

accesorios (Figura 6).
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Tabla 10. Caracteristicas de los genes componentes y estructura del Islote de
patogenicidad cagPAI en los genomas completos de cepas aisladas de

Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.

Caracteristicas de cagPAl N (%)

Gen cagl 46 (93.9)
Gen cag2 32 (65.3)
Gen cag3 44 (89.8)
Gen virBl/cag4 46 (93.9)
Gen virD4cagb 46 (93.9)
Gen virB2/cagC 46 (93.9)
Gen cagD 46 (93.9)
Gen virB4/cagE 46 (93.9)
Gen cagF 46 (93.9)
Gen cagG 46 (93.9)
Gen cagH 46 (93.9)
Gen cagl 46 (93.9)
Gen virB5/cagL 46 (93.9)
Gen cagM 46 (93.9)
Gen cagN 46 (93.9)
Gen cagP 46 (93.9)
Gen cagQ 46 (93.9)
Gen cagS 46 (93.9)
Gen virB7/cagT 46 (93.9)
Gen cagU 46 (93.9)
Gen virB8/cagV 46 (93.9)
Gen virB6/cagW 46 (93.9)
Gen virB9/cagX 46 (93.9)
Gen virB10/cagY 30 (61.2)
Gen cagZ 46 (93.9)
Gen virB11 46 (93.9)
Gen cagA 46 (93.9)
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Figura 5. Caracteristicas del viruloma en los genomas completos de cepas

aisladas de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.

77



shell
(7 <= strains < 46)

soft-core
(46 <= strains < 48)

core
(48 <= strains <= 49)

cloud
(strains < 7)

Figura 6. Caracteristicas del pangenoma de cepas aisladas de Helicobacter pylori

provenientes de pacientes peruanos con dispepsia.
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En el analisis de resistoma se observd que las mutaciones relacionadas con la
resistencia antibidtica a macrolidos correspondieron a transiciones A2142G
(14.3%) y A2143G (16.3%) presentes en el gen de ARNr 23S. En relacién con la
resistencia antibidtica a quinolonas, se observo que las sustituciones N871 (22.5%)
y D91G (18.4%) estuvieron presentes en el gen gyrA. También se analizaron las
mutaciones relacionadas a nitroimidazoles presentes en el gen de rdxA, se observo
una mayor frecuencia para las sustituciones R16H (8.2%) y R16C (6.1%). La
transversion T593A (26.5%) fue el hallazgo de mayor frecuencia en el gen de
proteina de unién a penicilina 1, mutacion relacionada con la resistencia a
betalactamicos. En la poblacion de estudio se observd que la frecuencia de
resistencia antibiotica a macrolidos, quinolonas, nitroimidazoles y betalactamicos

fue 30.6%, 69.4%, 24.5% y 30.6% respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de las mutaciones con evidencia experimental
relacionada a resistencia antibiotica en los genomas completos de cepas aisladas

de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.

Caracteristicas del resistoma N (%)

Mutaciones en el gen de ARNr 23S

A2142G
Tipo nativo 42 (85.7)
Mutado 7 (14.3)
A2143G
Tipo nativo 41 (83.7)
Mutado 8 (16.3)
Mutaciones en el gen de gyrA
N87K
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Tipo nativo
Mutado

N87I
Tipo nativo
Mutado

DI1G
Tipo nativo
Mutado

DI9IN
Tipo nativo
Mutado

DI1Y
Tipo nativo
Mutado

Mutaciones en el gen de rdxA

R16H
Tipo nativo
Mutado

R16C
Tipo nativo
Mutado

Q50 coddn terminal
Tipo nativo
Mutado

E75 coddn terminal
Tipo nativo
Mutado

Mutaciones en el gen de pbplA

S414R
Tipo nativo
Mutado

T556S
Tipo nativo
Mutado

N562Y

42 (85.7)
7 (14.3)

38 (77.5)
11 (22.5)

40 (81.6)
9 (18.4)

43 (87.8)
6 (12.2)

46 (93.9

3(6.1)

45 (91.8)

4(8.2)

46 (93.9)
5 (6.1)

48 (97.9)
1(2.1)

47 (95.8)

2(4.2)

48 (97.9)

1(2.1)

46 (93.9)
3(6.1)




Tipo nativo 48 (97.9)

Mutado 1(2.1)
T593A
Tipo nativo 36 (73.5)
Mutado 13 (26.5)
T593G
Tipo nativo 47 (95.9)
Mutado 2(4.1)
Genotipo resistente a quinolona
Sensible 15 (30.6)
Resistente 34 (69.4)
Genotipo resistente a nitroimidazol
Sensible 37 (75.5)
Resistente 12 (24.5)
Genotipo resistente a betalactamico
Sensible 34 (69.4)
Resistente 15 (30.6)
Genotipo resistente a macrélido
Sensible 34 (69.4)
Resistente 15 (30.6)
Hallazgo histopatoldgico
Gastritis cronica no Atrdfica 21 (42.9)
Metaplasia 28 (57.1)

Entre los factores asociados al hallazgo histopatologico, se observo que la
transicion A2142G sobre el gen de ARNr 23S relacionado con la resistencia a
claritromicina presente en los genomas completos de H. pylori fue significativo
respecto al diagnostico histopatoldgico de lesion severa de tipo metaplasia
intestinal (p<0.05). En el analisis de regresion multiple, ajustado por sexo y edad,

se observd que la prevalencia de casos con diagnostico de metaplasia intestinal
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que presentaron aislados de H. pylori con genotipo resistente a macrolidos es 1.92

veces respecto a aquellos casos con infeccion que presentan gastritis crénica no

atrofica (p<0.05). Este resultado fue similar en el analisis de regresion bivariado

(RP: 1.96; IC95%: 1.28 a 3.02; p<0.05) (Tabla 12) (Tabla 13).

Tabla 12. Factores moleculares del resistoma de las cepas aisladas asociados al

hallazgo histopatoldgico de pacientes dispepsia e infeccion por Helicobacter

pylori en analisis bivariado.

Hallazgo histopatol6gico

Varizbles Gastritis cronicano  Metaplasia
atrofica (N=21) (N=28)
n (%) n (%)
Mutaciones en el gen de ARNr 23S
A2142G 0.015™
Tipo nativo 21 (50.0) 21 (50.0)
Mutado 0 (0.0 7 (100.0)
A2143G 0.265
Tipo nativo 19 (46.3) 22 (53.7)
Mutado 2 (25.0) 6 (75.0)
Mutaciones en el gen de gyrA
N87K 0.409™
Tipo nativo 17 (40.5) 25 (59.5)
Mutado 4 (57.1) 3(42.9)
N87I 0.621™
Tipo nativo 17 (44.7) 21 (55.3)
Mutado 4 (36.4) 7 (63.6)
D91G 0.166™
Tipo nativo 19 (47.5) 21 (52.5)
Mutado 2(22.2) 7(77.8)
D9IN 0.219™
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Tipo nativo
Mutado
DI1Y
Tipo nativo
Mutado
Mutaciones en el gen de rdxA
R16H
Tipo nativo
Mutado
R16C
Tipo nativo
Mutado
Q50 codén terminal
Tipo nativo
Mutado
E75 codon terminal
Tipo nativo
Mutado
Mutaciones en el gen de pbplA
S414R
Tipo nativo
Mutado
T556S
Tipo nativo
Mutado
N562Y
Tipo nativo
Mutado
T593A
Tipo nativo
Mutado
Genotipo resistente a quinolona
Sensible

Resistente

Genotipo resistente a nitroimidazol

20 (46.5)
1(16.7)

19 (41.3)

2 (66.7)

19 (42.2)

2 (50.0)

17 (38.6)
4 (80.0)

21 (43.8)
0 (0.0)

20 (42.6)

1 (50.0)

21 (43.8)

0(0.0)

20 (43.5)
1(33.3)

21 (43.8)
0(0.0)

16 (44.4)
5 (38.5)

8 (53.3)
13 (38.2)

23 (53.5)
5 (83.3)

27 (58.7)

1(33.3)

26 (57.8)

2 (50.0)

27 (61.4)
1 (20.0)

27 (56.2)
1 (100.0)

27 (57.4)

1 (50.0)

27 (56.2)

1 (100.0)

26 (56.5)
2 (66.7)

27 (56.2)
1 (100.0)

20 (55.6)
8 (61.5)

7 (46.7)
21 (61.8)

0.569™

0.763™

0.150™

0.382"

0.835™

0.382™

0.731™

0.382™

0.709

0.363

0.316



Sensible
Resistente

Genotipo resistente a betalactamico
Sensible
Resistente

Genotipo resistente a macrélido
Sensible

Resistente

14 (37.8)
7 (58.3)

15 (44.1)
6 (40.0)

19 (55.9)
2 (13.3)

23 (62.2)
5 (41.7)

19 (55.9)
9 (60.0)

15 (44.1)
13 (86.7)

0.788

0.011™

#*Prueba estadistica de ji-cuadrada; ** Prueba exacta de Fisher.
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Tabla 13. Factores moleculares del resistoma de cepas aisladas de Helicobacter

pylori independientemente asociados al hallazgo histopatoldgico en analisis de

regresion multiple.

Caracteristicas

Analisis bivariado

Regresion multiple

RP IC 95% p RPa IC 95% p
Mutaciones en el gen de ARNr
23S
A2142G
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 200 147-271 0.001 185 1.35-255 0.001
A2143G
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 139 0.85-229 0.186 132 0.81-214 0.260
Mutaciones en el gen de gyrA
N87K
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 0.72 029-1.77 0474 0.79 035-1.81 0.580
N871
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 115 0.67-197 0.606 099 057-1.73 0.986
D91G
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 148 0.93-235 0.095 128 0.81-2.04 0.289
D91IN
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 155 0.96-2.46 0.058 134 0.83-216 0.227
DI1Y
Tipo nativo Ref. Ref.
Mutado 057 0.11-291 0.498 054 0.10-280 0.462
Mutaciones en el gen de rdxA
R16H
Tipo nativo Ref. Ref.
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Mutado
R16C
Tipo nativo
Mutado
Q50 coddn terminal
Tipo nativo
Mutado
E75 coddn terminal
Tipo nativo
Mutado
Mutaciones en el gen de pbplA
S414R
Tipo nativo
Mutado
T556S
Tipo nativo
Mutado
N562Y
Tipo nativo
Mutado
T593A
Tipo nativo
Mutado
T593G
Tipo nativo
Mutado
Genotipo resistente a quinolona
Sensible
Resistente
Genotipo resistente a
nitroimidazol
Sensible
Resistente
Genotipo resistente a

betalactamico

0.87

Ref.
0.33

Ref.
1.78

Ref.

0.87

Ref.

1.78

Ref.
1.18

Ref.
1.78

Ref.
1.11

Ref.
0.87

Ref.

1.32

Ref.
0.67

031-241

0.05-1.95

1.38 -2.29

0.21-3.61

1.38-2.29

0.51-2.75

1.38-2.29

0.65-1.87

0.21-3.61

0.72-2.43

0.33-1.38

0.782

0.219

0.001

0.848

0.001

0.703

0.001

0.703

0.848

0.367

0.278

0.89

Ref.
0.32

Ref.
1.63

Ref.

0.78

Ref.

1.51

Ref.
1.08

Ref.
1.50

Ref.
1.04

Ref.
0.78

Ref.

1.17

Ref.
0.65

0.37-2.13

0.06 -1.83

1.16 -2.29

0.19-3.29

1.02-2.23

0.44 - 2.58

1.01-2.23

0.64 — 1.67

0.19-3.29

0.68 -1.99

0.37-1.16

0.793

0.201

0.005

0.737

0.046

0.880

0.046

0.880

0.737

0.571

0.148
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Sensible Ref. Ref.

Resistente 1.07 064-181 0.787 093 0.59-147 0.763
Genotipo resistente a
macrolido

Sensible Ref. Ref.

Resistente 196 1.28-3.02 0.002 192 1.24-311 0.004

RP: razon de prevalencia; RPa: razon de prevalencia ajustada por sexo y edad; 1C95%: Intervalo de

confianza al 95%.
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Figura 7. Caracteristicas del resistoma en los genomas completos de cepas

aisladas de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.
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Tabla 14. Caracteristicas del resistoma en los genomas completos de cepas

aisladas de Helicobacter pylori de pacientes dispépticos.

Caracteristicas del resistoma N (%)

Mutaciones en el gen de ARNr 23S

A2142G 7 (14.3)
A2143G 8 (16.3)
T2182C 7 (14.3)
Mutaciones en el gen de ARNr 16S
A926G 1(2.1)
Mutaciones en el gen de gyrA
N87K 7 (14.3)
N871 11 (22.5)
N87T 3(6.1)
A88P 1(2.1)
DI1G 9 (18.4)
D91IN 6 (12.2)
DI1Y 3(6.1)
D161N 1(2.12)
V172l 1(2.1)
V199A 30 (61.2)
V199M 1(2.1)
Mutaciones en el gen de gyrB
D481E 1(2.1)
R579C 2(4.2)
Mutaciones en el gen de rdxA
R16H 4(8.2)
R16C 5(8.2)
T31E CAC90-92TGA 9(18.4)
T31E AC91-92GA 18 (36.7)
Y47C 1(2.1)
D59N TG174-175CA 8 (16.3)
D59N G175A 37 (75.5)
R90K GACCC269-273AACCT 6 (12.2)
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RIOK G269A 9 (18.4)

H97T ACAC288-291CACT 4 (8.3)
HI7Y 8 (16.3)
P106S 1(2.1)
P106L 1(2.1)
Al118S 2(4.1)
A118T 8 (16.3)
R131K G392A 25 (50.1)
R131K GATTTA392-396AATTG 3(6.2)
G145E 1(2.1)
L33 codon terminal 1(2.1)
R41 coddn terminal 1(2.1)
Q50 coddn terminal 1(2.1)
W52 codén terminal 1(2.1)
M56 codo6n terminal 13 (26.5)
Q65 codon terminal 2(4.2)
N73 codon terminal 1(2.1)
E75 coddn terminal 2(4.2)
Q175 coddn terminal 1(2.1)
A206 codon terminal 1(2.1)
Mutaciones en el gen de frxA
A15 coddn terminal 1(2.1)
Mutaciones en el gen de pbplA
V16l 32 (65.3)
V374L 6 (12.2)
S414R 1(2.1)
V469M 1(2.1)
V469A 2(4.1)
A474T 5(10.2)
N504D 6 (12.2)
D535N 39 (79.6)
S543R 5(10.2)
S543N 3(6.2)
T556S 3(6.1)
T558S 1(2.1)
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N562Y 1(21)

N562D 2(4.2)
T593A 13 (34.7)
T593G 2 (4.1)
T593P 1(21)
T593S 1(2.1)
G595S 6 (12.2)

5.6.  Discusion

En la poblacién de 49 pacientes con dispepsia que presentaron la infeccion por H.
pylori las lesiones del epitelio gastrico de tipo metaplasia intestinal fue un factor
de riesgo a la presencia de cepas aisladas con genotipo EPIYA-
ABCC/vacAslamlildl, se observo que la prevalencia de infeccion por cepas de
H. pylori con genotipo EPIYA-ABCC/vacAslamlildl fue 77% mayor en
aquellos casos que presentaron diagndstico de metaplasia intestinal respecto a los
casos con lesion de tipo gastritis cronica no atrofica (RPa: 1.77; 1C95%: 1.13 a
2.77; p<0.05). Se conoce que la presencia del gen cagA se asocia a la deteccion
de polimorfismos de riesgo del gen vacA (171, 172). En el estudio, la totalidad de
aislados fue positiva a la presencia del gen cagA de modo que la magnitud de
riesgo de desarrollo de lesion precancerosa entre los pacientes con dispepsia
estuvo relacionada a la genotificacion de la region variable del gen y al nimero
de repeticiones EPIYA-C detectados, ademas, de la frecuencia de cada uno de los
polimorfismos de riesgo del gen vacA (sla, m1, i1y d1), donde se observo que la
variante genética EPI'YA- ABCC/vacAslamlildl estuvo presente en el 83.3% de

los pacientes con diagndstico de metaplasia intestinal.
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En adicion, Sheh et al , 2013 describid que el origen geografico de los aislados
puede ser un indicador de riesgo en el desarrollo de lesiones severas sobre el
epitelio gastrico (173). Se ha reportado que las cepas de H. pylori de origen
europeo muestran un mayor nivel de expresion de factores de virulencia asociados
al gen cagA y al gen vacA, lo que incrementa el proceso inflamatorio de las células
epiteliales, reduce el mecanismo apoptosis y promueve un mayor dafio sobre las
estructuras del ADN, incrementando el riesgo de desarrollo de metaplasia
intestinal y cancer gastrico (174). Lo que sugiere que los factores de virulencia del
patdgeno H. pylori pueden estar determinados por su origen filogeografico. El
analisis filogenético basado en MLST, ha permitido describir poblaciones y
subpoblaciones genéticas muy bien definidas (hpEastAsia: hspEAsia, hspMaori y
hspAmerind; hpEurope, hpNEAfrica, hpAfrical, hpAfrica2, hpAsia2, hpSahul)
(20, 175, 176). En el estudio se observé mediante MLST una mayor frecuencia de
cepas hpEurope (77.6%) y, ademas, cuatro (8.2%) genomas peruanos fueron
asignados a la subpoblacion hspAmerind (Figura 3). Este hallazgo concuerda con
la hipotesis del reemplazo de las cepas ancestrales provenientes de Asia y la
Ilegada de nuevas cepas de H. pylori durante la colonizacion espafiola (24, 174),
y es comparable con el reporte de Gutiérrez-Escobar et al, 2020 donde sugiere un
predominio de cepas virulentas de H. pylori hpEurope que desplazan a las cepas
ancestrales hspAmerind provenientes de la poblacion hpEastAsia (25). También
se observo en una frecuencia de 14.2%, aislados relacionados a la poblacion
hpAfrical. Los hallazgos de distribucion de las poblaciones genéticas hpEurope y
hpAfrical, y la subpoblacion hspAmerind observada en el anélisis de MLST fue

concordante con el analisis basado en SNPs (Figura 3) (Figura 4) (Figura 5).
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En el estudio el viruloma de los aislados de H. pylori fue caracterizado para los
principales factores de virulencia del patogeno, el analisis incluyé genes del
sistema de translocacion de efectores, el gen de exotoxina, genes de adherencia y
genes de modulacion de respuesta inmunologica (88, 177). Se conoce que la
diversidad e integridad del Islote de patogenicidad cagPAI podria afectar el estado
de enfermedad y el resultado clinico entre pacientes con la infeccion por H. pylori,
relacionandose con estados clinicos de atrofia epitelial gastrica, metaplasia
intestinal y cancer gastrico (178), el estudio mostro que el 42.9% de los aislados
present6 un cagPAl intacto y que de estos genomas el 66.7% fue aislado de casos
con metaplasia intestinal. Se observo , ademas, que la prevalencia de cepas con
cagPAI intacto fue 32% mayor en los casos con metaplasia intestinal respecto a
los casos con gastritis crénica no atrofica, el hallazgo no fue estadisticamente
significativo (RPa: 1.32; 1C95%: 0.79 a 2.22; p>0.05) (Tabla 7) (Tabla 8) (Tabla
9). Esto puede deberse a que el desarrollo de la enfermedad ulcerativa es un
proceso complejo que involucra otros factores ademas del cag- PAI, cuyo rol
patogénico aun no se comprende completamente (179). Ademas, se observo que
el gen esencial delecionado con mayor frecuencia fue el gen cagY (Tabla 10),
hallazgo comparable al reporte de Markovska et al. 2018 (157, 180, 181).

Se conoce que las modificaciones post traduccionales de tipo fosforilacion en la
proteina cagA, se debe a un incremento en las repeticiones del motivo EPIYA-C
y guarda una correlacion con una mayor virulencia de H. pylori (182). Se observo
que el 71.4% de cepas con genotipo EPIYA-ABCC fueron aisladas de casos con
metaplasia intestinal y estos genomas representaron el 14.3% de los aislados

clinicos. El genotipo EPIYA-ABCC no presentd una relacion estadisticamente
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significativo con el estadio clinico de casos con dispepsia e infeccion por H.
pylori. El hallazgo fue comparable a estudios realizados en poblaciones de
Colombia y México donde se observa una prevalencia de ~10.2% para genotipos
con duplicidad del motivo EPIYA-C en aislados provenientes de casos con
gastritis ulcerativa y cancer gastrico (99, 183, 184).

En el estudio se analizé el gen de la citotoxina vacuolizante vacA, la toxina ha
demostrado irrumpir sobre la estabilidad de la membrana de las células epiteliales
y sobre células del sistema inmune del hospedero, ademas, de presentar una
diversidad alélica toxigena para las regiones sefial, media e intermedia del gen
(185, 186). Se observd que los alelos virulentos asociados a riesgo de lesiones
severas presentaron una alta frecuencia entre los genomas completos de H. pylori
analizados (vacAsla: 95.9%, vacAml: 97.9%, vacAil: 79.6%, vacAdl: 95.9%)
(Tabla 7). La tipificacion del gen vacA mostrd que el genotipo virulento
vacAsimlildl tuvo una frecuencia de 77.5% y presentd un 65% mayor de riesgo
con el desarrollo de metaplasia intestinal, el hallazgo no fue estadisticamente
significativo (RPa: 1.65; 1IC95%: 0.73 a 3.72; p>0.05) (Tabla 9). Diversos reportes
han demostrado que la combinacion de alelos virulentos del gen vacA se
relacionan a una mayor actividad vacuolizante y un mal pronostico de desarrollo
de adenocarcinoma gastrico (34, 187, 188).

Se conoce que el patdgeno H. pylori inicia un proceso de colonizacion y supresion
de respuesta inmune sobre el epitelio gastrico mediante la interaccién con factores
de adherencia presentes en el patdgeno (189, 190). En el estudio se observo que
la totalidad de los genomas presentaron el gen que codifica para la adhesina hpaA

y al gen napA que codifica para una proteina de activacion de neutrofilos (Tabla
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7). También se observo una mayor frecuencia de lesion severa tipo metaplasia
intestinal de 19%, 49% y 41% para los genes de adhesinas babB/hopT, hopZ y
sabB/hopO respectivamente, en relacion con los casos con enfermedad crénica no
atrofica, pero el hallazgo no fue estadisticamente significativo (Tabla 9). En
poblaciones asiaticas se ha reportado, que la presencia del gen que codifica para
las adhesina hopZ (OR: 3.4; 1C95%: 0.6 a 18.2; p<0.05) es un factor de riesgo
para el desarrollo de cancer gastrico (191). También se observé que los factores
genéticos de adherencia babA2 (54.5%), babB/hopT (63.2%), hopA (57.1%), hopZ
(64.5%), sabA/hopP (56.4%) y sabB/hopO (72.7%) fueron detectados en mayor
frecuencia en los casos con diagndéstico de metaplasia intestinal (Tabla 8).

Por otro lado, se caracterizd el resistoma de los genomas de H. pylori secuenciados
en el estudio y se observd que en el ARN ribosémico peptidil transferasa en la
region del dominio V del ARNr 23S la totalidad de asilados que presentan la
transicion A2142G fueron aislados de casos con diagndstico de metaplasia
intestinal (Tabla 11). También se observé que la prevalencia de casos con
diagndstico de metaplasia intestinal que presentaron aislados de H. pylori con
genotipo A2142G relacionada a la resistencia antibidtica a macrolidos es 1.85
veces mayor respecto a aquellos casos que presentan diagnostico de gastritis
cronica no atrofica (RPa: 1.85; 1C95%: 1.35 a 2.55; p<0.05) (Tabla 12)(Tabla 13).
Se conoce que la claritromicina es un componente clave en los protocolos de
tratamiento frente a la infeccion por H. pylori, pero la resistencia antibiotica a este
farmaco ha incrementado entre 11% a 35% en todo el mundo (192, 193), ademas,
el impacto de la resistencia a claritromicina sobre la eficacia terapéutica podria

reducir en un 35.4% (1C95%: 25.4% a 45.4%) para la terapia convencional (194).
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En Perd, se ha reportado que la eficacia del régimen convencional basado en
claritromicina es de 71,2% (54) y, que las tasas de resistencia reportadas en los
ultimos cinco afios oscilan de 29% a 50% (44, 60, 61). Reportes de resistencia a
claritromicina que son comparables a lo observado en el presente estudio (30.6%),
y que sugiere que la poblacién en estudio presenta una alta resistencia a
claritromicina (>15%) (Tabla 11) (47). En adicion a la mutacion A2142G, en el
estudio se observd transversiones en las posiciones A2143G (16.4%) y T2182C
(14.3) (Tabla 14).

En relacion con el antibidtico levofloxacino, se observd la presencia de
mutaciones en el gen gyrA en las posiciones N87K/I y D91G/N/Y pero no
presentaron una relacion con el estadio de enfermedad de los casos con infeccion,
la resistencia a quinolonas fue de 69.4% (Tabla 11). Levofloxacino es componente
de los protocolos de rescate y segunda linea frente a la infeccion por H. pylori y,
una poblacién es considerada como resistente a levofloxacino cuando la
resistencia supera el 20%, lo que sugiere riesgos de fracaso terapéutico en nuestra
poblacion de pacientes infectados. El hallazgo fue comparable a reportes para
centros de salud publicos en la ciudad de lima (45.5% a 72.1%) (59, 66).También
se observaron mutaciones en las posiciones D161N, V1721, V199A/M del gen
gyrA, y en las posiciones D481E y R579C para el gen gyrB (14). El estudio
tambien describio mutaciones relacionadas a la resistencia a betalactamicos como
amoxicilina, estas mutaciones fueron observadas unicamente sobre el gen pbplA.
En el caso, de metronidazol las mutaciones fueron observadas tanto para el gen
rdxA y el gen frxA. Las tasas de resistencia observadas fueron de 30.6% para

amoxicilina y 24.5% para metronidazol. Se observé que solo un aislado clinico
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presento la mutacion A926G relacionada con la resistencia al farmaco tetraciclina
(Tabla 14).

En adicion, el empleo de técnicas basadas en NGS fue adecuado para la
caracterizacion de microorganismos que presentan una alta heterogeneidad
genética, lo que facilitdé una extensa caracterizacion de genes involucrados en la
virulencia y la resistencia antibidtica de las cepas H. pylori provenientes de
pacientes peruanos con dispepsia (Figura 5)(Figura 7). Se encontrd que la
diversidad de genes en el pangenoma de los aislamiento cinicos peruanos presento
un tamafio de 7000 genes con un genoma central de 903 genes (Figura 6). En
muestras provenientes de Colombia se ha reportado un genoma central de 446
genes (195) y se ha observado que el patdégeno H. pylori presenta un genoma
abierto (196, 197). Sin embargo, el método basado en NGS puede verse afectado
por la quimica de su secuenciacién, que en este estudio se baso en la generacion
de lecturas cortas de secuenciacion lo que produce genomas ensamblados de
adecuada profundidad con una probabilidad menor de cobertura y una mayor
fragmentacion de contigos (198, 199).

Finalmente, los hallazgos observados en el estudio manifiestan que las cepas de
H. pylori circulantes en nuestro medio presentan una alta frecuencia de variantes
genéticas de riesgo en el desarrollo de lesiones severas asociadas con malignidad
tanto en su viruloma como resistoma. Destacando que la presencia de variantes
genéticas para los genes cagA, vacA y las mutaciones sobre el gen ARNr 23S se
relacionan al estadio clinico de enfermedad severa de tipo metaplasia intestinal en

pacientes peruanos con dispepsia que presentan la infeccion por H. pylori.
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V1. LIMITACIONES

En la investigacion 1, denominada Genotipos de virulencia en cepas de
Helicobacter pylori y su relacion con lesiones gastricas precancerosas en pacientes
peruanos, la principal limitacion fue el empleo de muestras criopreservadas
provenientes de un biobanco; en especial, considerando que el patégeno H. pylori
es catalogado como un microorganismo fastidioso dado las exigencias
microbiol6gicas que demanda su dificil cultivo no fue posible reactivar los
aislamientos clinicos de la totalidad de casos elegibles lo que redujo en un 14.1%
el tamafio de muestra, pero basado en la estimacion del poder estadistico el sesgo
no seria significativo. Una segunda limitacion fue la clasificacion de estadios
clinicos de los casos con infeccion provenientes del estudio madre. La clasificacion
empleada en la investigacion 1 fue la clasificacion propuesta en el estudio madre y
se baso en el sistema Sydney. El sistema Sydney facilité una adecuada clasificacion
morfoldgica de grado de lesion variable que permitid discriminar entre el estadio
clinico de gastritis crénica no atréfica y el estadio de metaplasia intestinal. A pesar
de que la clasificacion fue adecuada y se observd diferencias significativas entre los
estadios clinicos, en futuros estudios, se sugiere emplear sistemas de clasificacion
que permitan diferenciar en mayor detalle los estadios clinicos segun niveles de
ausencia, leve, moderado y severo para las condiciones de gastritis cronica atréfica
0 metaplasia intestinal, tal lo recomendado en el sistema operativo de evaluacion
de gastritis (OLGA) vy el enlace operativo sobre la evaluacion de metaplasia

intestinal (OLGIM).
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En la investigacion 2, denominada Deteccidn de variantes genéticas de virulencia
basados en secuenciacion de ultima generacién y su relacion con lesiones gastricas
precancerosas en pacientes peruanos, la principal limitacion fue el tamafio de la
muestra. El hallazgo de co-infeccion observado en la investigacion 1 fue
concordante con las caracteristicas de alta frecuencia de mutaciones y eventos
recombinantes propios de la heterogeneidad genética del patdgeno H. pylori, pero
redujo la probabilidad de caracterizacion de una cepa unica, por lo que al disponer
de un menor nimero de aislados clinicos que cumplieran con el criterio de ausencia
de co-infeccion por H. pylori, se redujo el poder estadistico y el andlisis fue
considerado exploratorio. El hallazgo en la investigacion 2 permitié una adecuada
deteccidn de la variante de interés y su frecuencia mostr6 ser un factor de riesgo
significativo para el estadio clinico de lesion severa entre los casos con infeccion
por H. pylori, pero debe ser tomado con cautela y se sugiere incrementar el tamafio
de muestra. Por otro lado, los genomas completos de H. pylori analizados fueron
genomas ensamblados de alta calidad. La quimica de secuenciacion basada en
lecturas cortas facilité una adecuada profundidad de cobertura a fin de diferenciar
los polimorfismos de un solo nucledtido de los errores de secuenciacion, pero la
secuenciacion de lecturas cortas incremento la probabilidad de no generar la
superposicion suficiente entre los fragmentos de un gen de interés, lo que limitd la
deteccion de algunos genes dado su bajo porcentaje de identidad y porcentaje de
cobertura en sus secuencias. Se sugiere considerar los hallazgos como un punto de
inicio que en futuros estudios permitan la integracion de estrategias de
secuenciacion basadas en lecturas largas a fin de disponer ensamblajes hibridos, lo

que mejoraria la calidad de los genomas completos.
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VIl. CONCLUSIONES

Las conclusiones generales evidencian que fue posible tipificar los factores
moleculares de virulencia de las cepas aisladas de H. pylori procedentes de
pacientes con sintomas de dispepsia y se encontré evidencia de como estos
genotipos o variantes genéticas se relacionan con el estado clinico de lesion severa
sobre el epitelio de la mucosa gastrica de pacientes peruanos. Mediante la
genotipificacion por PCR convencional de los factores de virulencia de aislados
de H. pylori procedentes de pacientes dispépticos, se encontrd evidencia que el
genotipo cagA(+)/vacAslaml presenta un efecto de riesgo en el desarrollo de
metaplasia intestinal entre pacientes con dispepsia que presentan la infeccion por
H. pylori. Las repeticiones del motivo EPI'Y A-C en la region variable del gen cagA
se asocian a lesiones precancerosas en los pacientes peruanos con dispepsia, y 10s
polimorfismo virulentos en el gen vacA muestran un efecto de riesgo en el
desarrollo de lesiones graves sobre la mucosa epitelial gastrica, sin embargo estos
polimorfismos no mostraron una asociacion significativa a excepcion de las
variantes m1 e il del gen. Ademas, se logré secuenciar y obtener genomas
completos de calidad de los aislados de H. pylori mediante técnicas de
secuenciacion de altima generacion, fue posible tipificar un mayor nimero de
factores de virulencia que involucra a genes de citotoxinas, genes de adherencia,
genes moduladores de respuesta inmune y los genes de resistencia antibidtica,
tambien fue posible determinar variantes genéticas para la integridad del gen cagA
y el gen vacA. Hubo evidencia que la variante genética EPIYA-

ABCC/vacAslamlildl se asocia a la lesion precancerosa, y que la frecuencia de
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estos aislados fue predominante entre los diagnosticos histopatologicos de
metaplasia intestinal, ademas se observd que la poblacién genética mayoritaria
entre los aislados de H. pylori correspondio a la poblacion hpEurope. Ademas,
con los genomas completos de las cepas aisladas de H. pylori se logro tipificar el
resistoma de los asilados de H. pylori y permitié caracterizar a las cepas
circulantes como microorganismos resistentes farmacos macrolidos y quinolonas.
Finalmente, ambos estudios aportan evidencias importantes del riesgo de la
presencia de factores moleculares de virulencia presentes en las cepas aisladas de
H. pylori circulantes en nuestro medio y su relacion con las lesiones severas de
tipo metaplasia intestinal sobre la mucosa epitelial gastrica de pacientes peruanos
con sintomas de dispepsia, y se sugiere que ambos topicos continlen estudiandose
a fin de disponer informacion de utilidad terapéutica y reducir los casos de cancer

gastrico en nuestra poblacion.
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Vill. RECOMENDACIONES

H. pylori es un agente causal de lesiones preneoplasicas entre pacientes que
presentan la infeccion. En el estudio, fue evidente la relacion entre el genotipo de
virulencia del patogeno y el fenotipo de lesion sobre el epitelio gastrico de los
pacientes peruanos con sintomas de dispepsia. Sin embargo, al emplear el cultivo
microbiologico se recomienda disponer de muestras frescas o aislamientos
primarios dada la viabilidad de las cepas de H. pylori debido a que la bacteria es
un microrganismo fastidioso de crecimiento lento que emplea un cultivo
microbiol6gico nutricionalmente exigente, que en muestras provenientes de un
biobanco compromete su capacidad de reactivacion y/o obtencién de densidad
suficiente para estudios moleculares, no afectando a las técnicas moleculares
convencionales de genotipificacion de regiones cortas de genes pero si afectando
la calidad de secuencias con mayor cobertura aplicados al estudio del genoma
completo del microorganismo.

El estudio del viruloma y resistoma de H. pylori permite elucidar los mecanismos
de patogenicidad y resistencia antibidtica de la bacteria y resulta importante para
la implementacién de estrategias de vigilancia epidemiolégica de enfermedades
infecciosas. Sin embargo, algunos mecanismos moleculares pueden ser complejos
y dependen del nivel de expresion genética o de mecanismos de adaptacion del
patdgeno. Se recomienda que en estudios posteriores las estrategias
convencionales de caracterizacion genotipica se combinen con estrategias

multiomicas para describir de forma mas clara los mecanismos subyacentes de
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patogenicidad en relacion con el desarrollo de lesiones neoplasicas sobre el
epitelio gastrico.

Los hallazgos presentados en este estudio demuestran que genotipos o variantes
genéticas especificas de virulencia presentan riesgo de desarrollo de lesiones
preneoplasicas. Pero para fortalecer el conocimiento sobre este tema, se
recomienda incluir un tamafio de muestra mas amplio, que involucren casos
provenientes de diversas regiones en Perl y que dispongan de informacion
demogréfica y clinica detallas para facilitar la elucidacion de la relacion genotipo
— fenotipo en del desarrollo de lesiones malignas entre los pacientes peruanos que
presentan la infeccion.

La estrategia de andlisis en el presente estudio se limité a la caracterizacion de
cepas de H. pylori provenientes de un criobanco que fueron aisladas de pacientes
peruanos con sintomas de dispepsia. Se recomienda que en futuros estudios, se
disponga de informacion clinica e histopatolédgica de los casos, dado que en Per(
los genomas completos de aislados H. pylori disponibles en bases de datos de
acceso libre son escasos y se desconoce a detalle las caracteristicas de los
pacientes de procedencia.

Finalmente, se sugiere que ambos topicos continden estudiandose a fin de
disponer informacion de utilidad terapéutica y contribuir con la reduccion de los

casos con cancer gastrico en nuestra poblacion.
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