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Introduccion: El Helicobacter pylori constituye una de las principales causas de
trastornos gastrointestinales y afecta aproximadamente al 50 % de la poblacién
mundial. Multiples factores de virulencia provocan su patogénesis, entre ellos los
genes vacAy cagA.

Objetivo: Informar la prevalencia de Helicobacter pylori y los genes de virulencia
vacA y cagA, mediante andlisis histolégico anatomopatolégico y técnicas
moleculares.

Métodos: Se estudié una muestra de 51 pacientes, atendidos en el Servicio de
Gastroenterologia, con sospecha diagndstica de gastritis por Helicobacter pylori.
Para el diagndstico molecular se amplificé el gen g/mM por reaccién en cadena de
la polimerasa. Esta técnica también se utilizé6 para identificar los genes de
virulencia vacA y cagA.

Resultados: El Helicobacter pylori prevalecié en un 70,59 % por deteccion
molecular. Se identificaron los genes vacA y cagA, respectivamente, en el 50,98 %
y el 21,57 % de los casos. La mayoria de las muestras positivas pertenecia a
mujeres entre los 48 y 67 anos, y se obtuvieron mas resultados positivos con la
amplificacion del gen gimM por reaccién en cadena de la polimerasa que con el
analisis anatomopatoldégico.

Conclusiones: Se observo una prevalencia de cepas con los genes de virulencia.
El gen vacA se presentd en mayor proporcién que el gen cagA. Este estudio
resultd el primero en proporcionar informacidn sobre la prevalencia de los genes
de virulencia de las cepas de Helicobacter pylori en la regién.

Palabras clave: Helicobacter pylori; gen gimM; gen vaca; gen cagA.

ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori is one of the main causes of gastrointestinal
disorders and affects approximately 50 % of the world's population. Multiple
virulence factors cause its pathogenesis, including the vacA and cagA genes.

Objective: To report the prevalence of Helicobacter pylori and the virulence genes
vacA and cagA, using histological and pathological analysis and molecular
techniques.
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Methods: A sample of 51 patients treated at the Gastroenterology Service with a
suspected diagnosis of Helicobacter pylori gastritis was studied. For molecular
diagnosis, the glmM gene was amplified by polymerase chain reaction. This
technique was also used to identify the vacA and cagA virulence genes.

Results: Helicobacter pylori was prevalent in 70.59 % of cases by molecular
detection. The vacA and cagA genes were identified in 50.98 % and 21.57% of
cases, respectively. Most of the positive samples belonged to women between
the ages of 48 and 67, and more positive results were obtained with polymerase
chain reaction amplification of the glmM gene than with pathological analysis.

Conclusions: A prevalence of strains with virulence genes was observed. The
vacA gene was present in a higher proportion than the cagA gene. This study was
the first to provide information on the prevalence of virulence genes in
Helicobacter pylori strains in the region.

Keywords: Helicobacter pylori; glmM gene; vacA gene; cagA gene.

Recibido: 12/12/2024
Aceptado: 04/04/2025

Introduccion

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa, ureasa positiva, que coloniza el
epitelio gastrico de los seres humanos y constituye el principal factor etiolégico
para la gastritis crénica activa. Puede conllevar a complicaciones como cancer
gastrico, enfermedad renal crénica, reflujo gastroesofagico y linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosas"? Se considera una de las infecciones humanas
mas frecuentes y resulta motivo de preocupacion para varios paises, pues su

prevalencia a nivel mundial supera el 50 %.%

La patogénesis del Helicobacter pylori se debe a multiples factores de virulencia
que facilitan la colonizacion, la inflamacién y el dano de las células del huésped;
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asi como el riesgo de desarrollar enfermedades gastricas de importancia.® Sin
embargo, la prevalencia de cepas con dichos genes varia, y la infeccién por cepas
con mas de un gen de virulencia produce formas mas agresivas de la
enfermedad.® Dentro de estos factores de virulencia se describen los genes vacA
y cagA, asociados a una marcada citotoxicidad."”

Los métodos de diagnédstico se clasifican entre invasivos y no invasivos. El
analisis histoldgico, el cultivo, la prueba de ureasa y la deteccién por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) requieren biopsias de la mucosa colonizada.” La
eleccion de la prueba depende de la clinica, la disponibilidad y el costo; pero los
resultados, por lo general, se ven afectados por el uso de medicamentos
antisecretores y antibiéticos.® el genoma del Helicobacter pylori se compone de
1600 genes: el gen gInM se encuentra altamente conservado y, debido a su
sensibilidad y especificidad en biopsias gastricas, se ha utilizado para identificar
molecularmente la bacteria. Este gen, antes conocido como ureC, se considera un
gen house keeping y participa directamente en la biosintesis de la pared celular.®)

El objetivo del presente estudio fue informar la prevalencia de Helicobacter pylori y
los genes de virulencia vacA y cagA, mediante analisis histoldgico
anatomopatolégico y técnicas moleculares.

Métodos

La investigacion fue de tipo descriptiva, cuantitativa y transversal. Se consider6
una muestra de 51 pacientes, hombres y mujeres adultos entre 18 y 90 anos, que
acudieron al Servicio de Gastroenterologia del Hospital Carlos Alberto Seguin
Escobedo de la ciudad de Arequipa, Peru, por sospecha de gastritis cronica por
Helicobacter pylori. Las muestras se obtuvieron a través de una endoscopia
gastroduodenal.

Ademas de la biopsia para el analisis anatomopatolégico,(w) se obtuvo una
biopsia del antro y otra del cuerpo para el analisis molecular. Las muestras
adicionales se colocaron en microtubos de 1,5 ml (Eppendorf, USA) con 500 pl de
fenol al 5 % (Sigma-Aldrich, USA) y se transportaron en un recipiente
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termoaislante a 4° C al laboratorio de investigacion de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad Catdlica de Santa Maria para su procesamiento.

Se utilizé PCR para el diagnéstico molecular de Helicobacter pylori. EI ADN de las
biopsias se obtuvo por aislamiento en columnas de silica, mediante el kit Quick-
DNA Fungal/Bacterial (Zymo, USA). Posteriormente, se evalué la pureza y la
concentracion del ADN por espectrofotometria en el nanofotémetro Nanodrop
(Implen, Alemania). Los genes amplificados correspondieron al gen constitutivo
gimM (F: 5-AGGCGTGAAGCTCAGTGTGTG-3", R: 5-CTAGCCGTCCTGTCTCCCAGA-
3', 360pb) para la deteccion de Helicobacter pylori; y los genes vacA (F: 5-
CACAGCCACTTTCAATAACGA-3', R: 5-GTCAAAATAATTCCAAGG G-3', 475 pb) y
cagA (F: 5-TTGACCAACAACCAC AAACCGAAG -3, R: 5-
CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC-3', 183 pb) para el estudio de virulencia.

La reaccion de amplificacion tuvo un volumen final de 25 pul que correspondié a
14,5 yl de MasterMix PCR Taq Plus 2X (ABM), 100 ng de muestra de ADN, 2 ul de
primer forward y reverse (100 nM), y agua de grado molecular (Sigma-Aldrich,
USA). Para descartar la amplificacion inespecifica por contaminacion, se realiz6
un control negativo con los reactivos en ausencia de muestra. La amplificacién
se hizo en un termociclador de PCR punto final (Biorad, USA). El programa fue
desnaturalizacién inicial a 94° C por cinco min; seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 30seg, alineamiento a 58° C por 30 seg, y extension
a 72° C por 30 seq. Finalizé con una extension a 72° C por 10 min.

Los resultados se visualizaron con una electroforesis horizontal en gel de
agarosa a una concentracion de 2 % con TAE 1X (Sigma-Aldrich, USA) tefido con
SYBR® safe (Invitrogen, USA). Se empleé una camara de electroforesis horizontal
(Biorad, USA) con las condiciones de corrida de 90 voltios por 30 min en Buffer
TAE 1X (Sigma-Aldrich, USA). Para la observacién y la determinacion del tamano
de los amplicones, se us6 un transiluminador (Invitrogen, USA), y un marcador
molecular de 100 bp (Thermofisher, USA).

Finalmente, los resultados se analizaron descriptivamente con el programa
estadistico SPSS v.25 (IBM, USA). El presente trabajo se aprobé por el Comité de
Etica de la Universidad Catdlica de Santa Maria y de Essalud (autorizacién y
aceptacion del comité de ética). Igualmente, se obtuvo el consentimiento
informado de los pacientes.
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Resultados

Se obtuvieron 51 muestras de pacientes con sospecha diagndstica de gastritis
crénica por Helicobacter pylori. El 72,5 % de los pacientes (n = 37) eran adultos
entre 39 y 72 anos. Participaron 33 mujeres y 18 hombres. Los datos completos

se observan en latabla 1.

Tabla 1 - Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes con sospecha gastritis por

Helicobacter pylori
Edad No. (n=51) Porcentaje (%)
21-29 5 9,80
30-38 5 9,80
39-47 8 15,69
48-56 11 21,58
57-65 12 23.53
66-72 6 11,76
73-81 3 5,88
82-84 1 1,96
Procedencia

Arequipa 43 84,31
Puno 4 7,84
Ica 2 3,92
Cusco 2 3,92

El andlisis patolégico reporté menos presencia de Helicobacter pylori en
comparacion con el diagnostico molecular. Se encontré una distribucién
diferencial de la bacteria: solo el 7,84 % (n = 4) de las muestras la presenté en
ambos tejidos. Igualmente, se observé una mayor prevalencia de Helicobacter

pylori en el cuerpo gastrico (tabla 2).
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Tabla 2 - Diagndstico anatomopatoldgico y diagnéstico molecular

Anatomia patolégica | Porcentaje (%) | Diagnéstico molecular | Porcentaje (%)

20 (presencia) 39,22 36 (presencia) 70,59
31 (ausencia) 60,78 15 (ausencia) 29,41

Del total de las muestras positivas, 27 se correspondieron con el gen vacAy 13
con el gen cagA. Igualmente, se observd que no todos los especimenes de
Helicobacter pylori de las muestras gdastricas poseian estos genes de virulencia.
Solo cuatro muestras positivas amplificaron el gen vacA y dos el gen cagA en
antro y cuerpo. El analisis molecular en funcién del gen constitutivo g/mM mostré
un contraste en la presencia de Helicobacter pylori entre las regiones de antro y
cuerpo (tabla 3).

Tabla 3 - Identificaciéon molecular de Helicobacter pylori y amplificacion de genes de
virulencia en pacientes con sospecha de gastritis por Helicobacter pylori

Gen Amplificado Presente Ausente
g/lmM antro 20 31
glmM cuerpo 34 17
glmM cuerpo y antro 4 -
glmM cuerpo y/o antro 36 -
vacA antro 19 32
vacA cuerpo 11 40
vacA cuerpo y antro 4 -
vacA cuerpo y/o antro 27 -
vacA antro 19 32
vacA cuerpo 11 40
vacA cuerpo y antro 4 -
vacA cuerpo y/o antro 27 -
cagA antro 6 45
cagA cuerpo 7 44
cagA cuerpo y antro 2 -
cagA cuerpo y/o antro 13 -
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Discusion
El Helicobacter pylori constituye un factor de riesgo en el desarrollo de cancer
gastrico, debido a sus mecanismos de infeccién.("""'? La presencia de cepas que
codifican los genes vacA y cagA se asocia con la virulencia del patégeno.'® La
edad se vincula a esta bacteria y se establece una media de 51 afios:" los
patrones inmunitarios se modifican con la edad y contribuyen a un dafo gastrico
asociado a la infeccion persistente.'® También se ha indicado que el

Helicobacter pylori se presenta con mayor frecuencia en mujeres, aunque no se
ha demostrado tal asociacién.®

La identificacion precisa del Helicobacter pylori resulta indispensable para un
manejo eficaz de la infeccién y sus complicaciones. Actualmente, se cuenta con
varios métodos de diagndstico para su deteccion, entre ellos, el analisis
histoldgico, la prueba de aliento con urea, el analisis de heces, las pruebas
seroldgicas y las pruebas moleculares. Un método adecuado debe ser sensible,
reproducible, accesible y rentable; esto garantizara un diagndstico primario y un
seguimiento eficaz.!”

Silva y otros"® utilizaron la amplificacion del 16S rRNA para la deteccién de
Helicobacter pylori y obtuvieron mas muestras positivas con la deteccién
molecular que con la deteccion histoldgica, lo cual demostré una sensibilidad 1,6
veces superior.'® Resultados similares han sido publicados con la amplificacién
de otros genes de Helicobacter pylori, incluidos los genes gimM,"® y ureA.("
Aunque la deteccion anatomopatoldgica es la mas utilizada, la experiencia y la
percepcion del evaluador de las muestras, junto con el enmascaramiento del
patégeno por el dafo a las paredes epiteliales géstricas,(w) pueden hacer variar
los resultados, segun el avance de la enfermedad.

Igualmente, la variabilidad en la sensibilidad y la especificidad de otros tipos de
ensayos, como el serolégico, generan un alto nimero de falsos positivos'? y mas
diagnésticos positivos que con la amplificaciéon por PCR.!. Por otro lado, las
condiciones de transporte, el tamafno de la muestra y las técnicas de extraccion
de ADN, previas a la amplificacién por PCR, pueden afectar la sensibilidad de la
deteccidon molecular y ofrecer mayor cantidad de positivos cuando se utilizan kits
comerciales en lugar de técnicas de extraccion optimizadas. 2%
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A pesar de las desventajas de cada técnica, la deteccion molecular se considera
el gold-standard. En agosto de 2022 se publicaron las recomendaciones del VI
Consenso de Maastricht, desarrolladas en cinco areas sobre el manejo de
Helicobacter pylori y las pruebas moleculares, que se estan convirtiendo en un
método cada vez mas accesible para identificar la bacteria y su sensibilidad a los
antibicticos.('” La toma de mas de una biopsia de ambas regiones incrementa la
sensibilidad de la deteccién de Helicobacter pylori'” La alta prevalencia de
Helicobacter pylori, la variedad de la sintomatologia clinica y las enfermedades
gastroduodenales causadas por este patégeno se asocian con factores de
virulencia que pueden identificarse por métodos moleculares.®”

El gen vacA o toxina vacuolizante se considera un factor de virulencia importante
en Helicobacter pylori, ya que se asocia con complicaciones gastricas,®?
citotoxicidad,'¥
precancerosas.

mayor proliferacién celular y desarrollo de lesiones
@3 Constituye el principal factor de virulencia asociado con
resultados clinicos mas graves.?” Aunque no se encontraron cepas con estos
genes de virulencia en todas las muestras positivas, la deteccion de dichos genes
por pruebas moleculares puede contribuir al diagnéstico temprano de formas

mas severas de la enfermedad.

En conclusion, este estudio resulté el primero en proporcionar informacioén sobre
la prevalencia de los genes de virulencia de las cepas de Helicobacter pylori en la
region de Arequipa. Reportd una prevalencia de la bacteria del 70,59 % para la
prueba molecular y 39,22 % para el analisis anatomopatolégico. La mayoria de las
muestras positivas pertenecian a mujeres entre 48 y 67 anos. Igualmente, se
observé un predominio de cepas con los genes de virulencia: el gen vacA se
presentdé en mayor proporcion que el gen cagA. Debido a su precision, se
recomienda implementar las pruebas moleculares para el diagndstico.
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