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RESUMEN

Introduccion: La infeccion por Helicobacter pylori es la causa principal de enfermedades
gastroduodenales (gastritis cronica, Ulceras pépticas y cancer gastrico). En Guatemala existen
pocos estudios sobre la prevalencia de H. pylori y su relacién con enfermedades gastrointestinales,
particularmente con cancer.

Objetivos: Identificar la presencia de lesiones premalignas (atrofia gastrica, metaplasia intestinal
y displasia) y su relacién con la infeccién por H. pylori en pacientes de consulta externa en

unidades de gastroenterologia de dos hospitales nacionales de la ciudad de Guatemala.
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Métodos: El diagndstico histopatologico y bacterioldgico se realizé por medio de las tinciones de
H & E y Giemsa, cultivo e identificacién bioquimica, deteccion de anticuerpos especificos
mediante la prueba ELISA, diagnostico molecular por la amplificacion del gen gimM vy
genotipificacion por PCR para identificar los genes VacA y CagA. Se analizaron datos clinico-
epidemioldgicos de los pacientes, la prevalencia de la infeccion por H. pylori y la genotipificacion
de la bacteria.

Resultados: En 293 de los pacientes estudiados (83 %) se encontrd algin tipo de lesion
premaligna; las mas frecuentes fueron la atrofia gastrica (70 %), metaplasia intestinal (11 %) y
displasia gastrica (2 %). El 17 % de los pacientes no presentd lesiones premalignas. Se hall6 una
prevalencia de infeccion por H. pylori del 58 %, y el gen cagA se detectd en 118 (57 %) de los
pacientes infectados.

Conclusiones: La mayoria de los pacientes presentd atrofia gastrica (70 %) y el 43,5 % estaba
infectado por H. pylori, principalmente con cepas CagA positivo. Este hecho confirma la
importancia del estudio de H. pylori y su relacion con cancer gastrico.

Palabras clave: atrofia gastrica; metaplasia intestinal; displasia epitelial; CagA; VacA.

ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori infection is the main cause of gastroduodenal diseases (chronic
gastritis, peptic ulcer and gastric cancer). In Guatemala few studies have been carried out on the
prevalence of H. pylori and its relationship with gastrointestinal diseases, particularly with cancer.
Objective: To identify the presence of premalignant lesions (gastric atrophy, intestinal metaplasia
and dysplasia) and their relationship with H. pylori infection in outpatients in gastroenterology
units in two national hospitals in Guatemala City.

Methods: Histopathological and bacteriological diagnostic testings were performed by H & E and
Giemsa stain, culture and biochemical identification, detection of specific antibodies by ELISA,
molecular diagnosis by gimM gene amplification, and genotypification by PCR to identify vacA
and cagA genes. Clinical and epidemiological data from patients, prevalence of H. pylori infection,
and bacterium genotypification were analyzed.

Results: Among the studied patients, 293 (83%) presented some type of premalignant lesion. The
most prevalent were gastric atrophy (70%), intestinal metaplasia (11%), and gastric dysplasia
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(2%). Seventeen percent of the patients did not have any premalignant lesions. The prevalence of
H. pylori infection was 58%, and cagA gene was identified in 118 (57%) of the infected patients.
Conclusions: The majority of the patients presented gastric atrophy (70%), and 43.5% were
infected by H. pylori, mainly with positive cagA strains. This finding confirms the importance of
studying H. pylori and its relationship with gastric cancer.

Keywords: gastric atrophy; intestinal mataplasia; epithelial dysplasia; cagA; vacA.

Recibido: 24/03/2021
Aceptado: 04/05/2021

Introduccion

Helicobacter pylori es la principal causa de cancer gastrico (CG), especialmente de la parte distal
del estomago y ha sido categorizado como carcin6geno humano tipo I. La infeccion por este
microorganismo desencadena distintos grados y tipos de lesiones gastricas como gastritis cronica,
la cual puede evolucionar a gastritis atrofica, metaplasia intestinal, displasia y finalmente cancer.®)
H. pylori infecta aproximadamente a la mitad de la poblacion mundial, pero solo una pequefia
proporcion desarrolla enfermedades de significacion clinica. Del total de los pacientes infectados
con H. pylori, aproximadamente un 5-6 % padecera en ambos casos Ulceras pépticas y menos del
1 % llegara a tener CG.>¥

Estudios recientes reportan diferencias en la prevalencia mundial de la infeccidon por H. pylori
entre paises desarrollados (25-50 %) y aquellos en via de desarrollo (50-90 %). La prevalencia de
H. pylori es mayor en paises de Africa (79,1 %), América Latina y el Caribe (63,4 %) y Asia
(54,7 %); mientras que es menor en los paises de América del Norte (37,1 %), Oceania (24,4 %)
y Europa (39,8 %). Dichas diferencias son explicadas por deficiencias en los sistemas de salud,
baja higiene y a un menor nivel socioeconémico de los paises en vias de desarrollo.®456)

H. pylori es un bacilo gramnegativo, microaerofilico, que se transmite principalmente por via
fecal-oral u oral-oral en ndcleos familiares, en los que factores como el hacinamiento, nivel
socioeconémico bajo y mala higiene son determinantes.®”) Después de la colonizacion del

estdbmago, se produce un proceso inflamatorio crénico en el que tanto el grado de inflamacién
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como el sitio de colonizacién de H. pylori, determinan el tipo de enfermedad gastroduodenal. La
virulencia de H. pylori se asocia a la citotoxicidad provocada por un sistema de secrecion tipo 1V
que esta codificado por la region gendmica de 37 kb denominada isla de patogenicidad Cag.®
Asimismo, el gen VacA se ha relacionado con un aumento en la virulencia, dado que la presencia
del alelo i de este gen tiene una asociacion significativa con la produccion de CagA.©

A partir de la produccion de estos factores de virulencia, se han clasificado las cepas de H. pylori
en tres grupos: tipo | (CagA'y VacA positiva), tipo 11 (CagA y VacA negativa) y cepas triple positiva
(positiva para BabA, CagA y VacA).19 Las cepas tipo |1 y triple positiva se han reportado con una
mayor virulencia que las cepas tipo I, y son las mas virulentas y causantes de lesiones
premalignas.*? La infeccion también induce una infiltracion de neutréfilos, macréfagos y
linfocitos B y T, pero a pesar de esta robusta respuesta inmunitaria, la infeccion persiste. La
inflamacién en el antro gastrico sin atrofia da como resultado hipersecrecion acida, la cual puede
conducir a tlceras gastroduodenales, mientras que la gastritis atréfica en el cuerpo y antro se asocia
a la Ulcera gastrica y al posterior desarrollo de lesiones premalignas y al riesgo de padecer
adenocarcinoma gastrico tipo intestinal o difuso.("81213.14.15)

El proceso inflamatorio crénico que provoca la infeccion por H. pylori desencadena una cascada
histopatologica que comienza con la aparicion de gastritis cronica difusa. Posteriormente, la
gastritis créonica difusa da origen a lesiones premalignas. Finalmente, se puede desarrollar el
adenocarcinoma gastrico tipo intestinal o difuso.®*41% Cada lesion premaligna se clasifica segun
el grado de gravedad o progresion usando el sistema histoldgico Operative Link on
Gastritis/Intestinal-Metaplasia Assessment (OLGA y OLGIM).(*516)

En Guatemala, se han realizado pocos estudios sobre la prevalencia de los genes de virulencia de
H. pylori y su relacion con gastritis, lesiones premalignas y CG. El presente estudio tiene como
propésito identificar las lesiones premalignas gastricas y su relacion con la infeccion por H. pylori,
que presentan los genes de virulencia CagA y VacA, en pacientes sintomaticos que acudieron a las

unidades de gastroenterologia de dos hospitales de la Ciudad de Guatemala.

Métodos

El estudio se realiz6 en las unidades de consulta externa de gastroenterologia de los hospitales

General San Juan de Dios y Roosevelt de la Ciudad de Guatemala. A todos los pacientes que
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accedieron a participar, se les solicito la firma del consentimiento informado para la obtencion de
muestras de biopsias gastricas y sangre periférica. Ademas, se revisaron datos clinicos y datos
demogréficos de los expedientes médicos en relacion con la infeccién por H. pylori.

Recoleccion de muestra: Las biopsias gastricas fueron tomadas de las regiones del antro y cuerpo
por medio de una endoscopia llevada a cabo por un médico gastroenter6logo. Las biopsias
obtenidas fueron transportadas en pocillos tipo cassette al Centro de Investigaciones Biomédicas
en cadena de frio a -20 °C y posteriormente fueron almacenadas en congelador a -70 °C. Ademas,
se tomd una muestra de 10 mL de sangre periférica, que fue almacenada en un tubo con
anticoagulante. Las biopsias para diagnostico histopatoldgico, posteriormente fueron conservadas
en formol. Las muestras de sangre periférica fueron almacenadas a -20 °C para el diagnostico
seroldgico. Las biopsias destinadas al diagndstico de H. pylori por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron almacenadas en solucién buferada fosfatada (PBS).

Diagndstico histopatoldgico: En el Laboratorio de Patologia una de las biopsias se conservo en
formol para efectuar las tinciones de H & E y de Giemsa. El diagnéstico histopatoldgico fue
realizado por un médico patdlogo, utilizando para ello la clasificacion de OLGA para gastritis y
OLGIM para metaplasia intestinal. 1'% Cada lesion premaligna fue clasificada segtn el grado de
gravedad o progresion. De tal manera, la atrofia gastrica fue clasificada a partir del sistema OLGA,
con grados de gravedad de O hasta IV: OLGA Ill y IV fueron las de mayor riesgo para CG.
Asimismo, la metaplasia intestinal gastrica se clasifico segun el sistema OLGIM (Operative Link
on Gastritis/Intestinal-Metaplasia Assessment), la cual se basa en funcién del riesgo estratificado
y progresion a CG: los grados OLGIM I11y IV fueron los de mayor riesgo. Por Gltimo, la displasia
epitelial géstrica se clasificd en bajo y alto riesgo con respecto a la progresion a CG.'% En el
presente estudio se selecciona como la definicion de caso la combinacion de diagnostico
histologico y de cultivo.

Diagndstico de H. pylori por cultivo: Las biopsias conservadas en cadena de frio fueron trituradas
de forma homogénea en un tubo Eppendorf con 100 pL de solucion salina, 50 pL del triturado se
inocularon en agar Columbia suplementado con un 5 % de sangre de carnero e incubadas en una
jarra BD BBL GasPak (BD, Estados Unidos) con condiciones de microaerofilia a 37 °C por 8 dias.
Los cultivos positivos compatibles con H. pylori fueron inoculados en agar sangre para obtener
colonias aisladas e incubados por 8 dias mas. La presencia de H. pylori se confirm6 por medio de

pruebas de la ureasa y oxidasa.
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Diagnostico de H. pylori por serologia: Se llevo a cabo el estudio seroldgico mediante un ensayo
de fase sélida acoplado a enzimas (ELISA) usando el kit H. pylori 1IgG ELISA (HP013G,
Calbiotech, Estados Unidos). Se separ0 el suero de la sangre periférica por medio de
centrifugacion. El suero sanguineo fue almacenado en congelacion a -20 °C hasta el momento del
andlisis. Las muestras fueron analizadas siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura se
realizé en un lector de ELISA modelo Stat Fax 2100 ELISA Microplate Reader (Awareness
Technology, Estados Unidos) a una longitud de onda de 45 nm.

Diagndstico de H. pylori por PCR: Las biopsias almacenadas en PBS, se procesaron para la
extraccion de ADN, con amortiguador de lisis Tris EDTA (TE) (50 mmol/L TRIS, 1 mmol/L
EDTA pH 8,5), con Tween 20 al 0,5 % y 200 pg/mL de proteinasa K. Las muestras fueron
incubadas durante 12 horas a 55 °C. Al finalizar las 12 horas de incubacion, la proteinasa K fue
inactivada con un aumento de temperatura a 90 °C por 10 min. El diagnéstico molecular de
H. pylori se realiz6 mediante la amplificacion de gImM y se realiz6 una genotipificacion de los
genes CagA y VacA, por medio de PCR multiple usando cebadores previamente descritos
(Tabla 1).49

La mezcla de reaccion de PCR se realizd con un volumen final de 50 pL, Hot Start Taq Polimerasa
xs 1,25 U, cebadores VAl y VAG 25 pumol, cebadores CAG 10 pmol. La PCR se llevé a cabo en
un termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Las condiciones de
reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 10 min, 40 ciclos a 94 °C por un minuto,
alineamiento a 58 °C por un minuto, extension inicial a 72 °C por un minuto y extension final a
72°C por 10 minutos. Los amplicones fueron visualizados con bromuro de etidio por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (G210A,
Promega) y buffer de carga Blue/Orange 6X Loading Dye (G190A, Promega), y un

transiluminador UV. La interpretacion de resultados se realizé como se indica en la figura 1.

Tabla 1 - Secuencias de cebadores

Region . . . - Tamafio de
amplificada Oligo Secuencia de oligonucle6tido amplicon (pb)
VAI-F 5’-ATGGAAATACAACAAACACAC-3
vacAsl/ivacAs
5 259/286
VAI-R 5’-CTGCTTGAATCGCGCCAAAC-3’
vacAml/vacA VAG-F 5’-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’ 567/642
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m2 VAG-R 5’-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3’
CagA-F 5’-GATAAACAGGCAAGCTTTTGA-3’
cagA 350
CagA-R 5’-CTGCAAAAGATTGTTTGGCA-3’
glmM-F 5’-GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG-3’
glmMm 300
gimM-R 5’-GCATTCACAAACTTATCCCCAATC-3’

Fig. 1 - Interpretacion de resultados de diagndstico molecular por PCR mltiple. Linea 1: marcador de
peso molecular (100bp DNA Ladder); linea 2: control negativo; lineas 4, 5y 6: VacA M2 (642 pb), CagA
(350 pb) y VacA S1 (259 pb).

Analisis estadistico: Se emple6 la prueba de chi-cuadrado para analizar la relacion entre variables

clinicas, demogréficas y la infeccion por H. pylori.

Resultados

En la tabla 2 se presentan las caracteristicas demogréaficas y clinicas de los pacientes estudiados.
Se evaluaron 353 casos de los cuales el 76 % corresponde a pacientes femeninos. EI mayor nimero
de casos femeninos estudiados fue de 46-55 afios; mientras que el nimero de casos masculinos se
distribuyeron de manera homogeénea por edad. No se encontraron asociaciones significativas entre

la infeccidn por H. pyloriy las caracteristicas demograficas o la presencia de lesiones premalignas.

ECO) ev-rc |
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De los 353 pacientes evaluados, 204 casos fueron positivos para la infeccion por H. pylori, por lo
que la prevalencia de infeccion por H. pylori fue del 58 %. De estos casos el 43 % de los pacientes
femeninos presentaron infeccion por H. pylori. EI mayor nimero de casos evaluados provenia de
la region metropolitana 309 (88 %); mientras que otras regiones presentaron un menor nimero de

Casos.

Tabla 2 - Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio e infeccion por H. pylori

Caracteristicas n

Infeccion por H. pylori

Positiva 204

Negativa 149

Infeccion por H. pylori

Sexo Positiva %
Femenino 152 56,7
Masculino 52 61,2

Infeccion por H. pylori positiva

Rango de edad (afios) Femenino Masculino
15-25 9 7
26-35 20 11
36-45 25 7
46-55 50 8
56-65 31 11
Mas de 66 17 8

En la tabla 3 se presentan los resultados del diagnostico de H. pylori a partir de las pruebas de
histopatologia, cultivo, serologia (IgG) y PCR. Ademas, incluye los valores predictivos negativo
y positivo para cada prueba. Las pruebas diagndsticas que proporcionaron el mayor namero de
resultados positivos fue la combinacion histopatoldgica + cultivo, mientras que la prueba
seroldgica (IgG) y la de PCR fueron las pruebas con menor cantidad de positivos. La prueba
histopatoldgica presento los valores mas altos en valor predictivo negativo y valor predictivo

positivo.
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Tabla 3 - Deteccion de la infeccion por H. pylori a partir de cuatro pruebas diagndsticas

Prueba diagnostica
Resultado
Histopatologia | Cultivo | Serologia (IgG) | PCR | Histopatologia y cultivo
Positivo 158 124 131 127 204
Negativo 195 229 222 226 149
VVP (%) 98,73 96,77 95,42 97,64
VPN (%) 76,41 65,07 67,12 65,93
Total 353 353 353 353 353

La tabla 4 contiene los resultados obtenidos para la identificacion de los genes CagA 'y VacA 'y su
genotipificacion. El genotipo més frecuente fue CagA+/M1S1, seguido de CagA-/M2S2. Los
genotipos CagA-/M1S1 y CagA+/M2S2 fueron las menos frecuentes.

Tabla 4 - Gen CagA y tipificacion del gen VacA en cepas de H. pylori

Gen CagA
Genotipo VacA

CagA + n (%) CagA - n (%)

M1S1 91 (72) 8 (6)

M2S2 1(1) 27 (21)

La asociacion entre los tipos de lesiones premalignas y la infeccion por H. pylori se presenta en la
tabla 5. De los 353 casos estudiados, 293 presentaron alguna lesion premaligna (atrofia, metaplasia
y displasia), lo que corresponde al 83 % de casos estudiados. La lesion premaligna mas frecuente
fue la atrofia géstrica con 249 casos (70 %), seguida de metaplasia intestinal gastrica con 38 casos
(11 %) y la displasia con 6 casos (2 %). La mayoria de los pacientes con lesiones premalignas
gastricas presentaron la infeccion por H. pylori: atrofia (62 %), metaplasia intestinal (66 %) y
displasia epitelial gastrica (67 %). La edad media para presentar lesiones premalignas fue de

56 afios.

Tabla 5 - Lesiones premalignas e infeccion por H. pylori.
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Infeccién por H. pylori

Tipo de lesiéon premaligna Total
Positiva n (%) Negativa n (%)
Atrofia 154 (62) 95 (38) 249
Metaplasia intestinal 25 (66) 13 (34) 38
Displasia epitelial gastrica 4 (67) 2 (33) 6
Discusion

La infeccién por H. pylori representa un importante problema de salud publica en todo el mundo.
Estudios anteriores indican que la prevalencia de la infeccion es mayor en regiones de Africa
(79,1 %), América Latina y el Caribe (63,4 %), América Central (53 %) y Asia (37,1 %).) En
Guatemala se ha constatado una elevada prevalencia de la infeccion por H. pylori (65 %), por lo
que los resultados del presente estudio coinciden con el reporte de Matta de Gracia.® En cambio,
la prevalencia encontrada en este pais resulta superior a la encontrada en otros paises de América
como México (52,4 %) y Panama (54,1 %).©1819) Alonzo y otros, en 2009, reportaron que
778 pacientes presentaron la infeccion por H. pylori de un total de 1468 pacientes, correspondiente
al 53 %. También notifican que 415 (28,3 %) pacientes presentaron gastritis cronica no atréfica, y
esta fue la afeccion gastrica mas frecuente.®?

En 2018 se reportaron 1797 nuevos casos de CG en Guatemala, que ocupo0 la segunda posicion en
incidencia, solamente detras del cancer de prostata. Se informaron, ademas, 1535 muertes y una
prevalencia de la enfermedad en los Gltimos 5 afios de 2190 casos por cada 100 000 habitantes.®?
Otro aspecto importante es que, como se ha descrito anteriormente, no se encontré una asociacion
significativa entre el sexo del paciente y la infeccidn por H. pylori (Tabla 2). Asimismo, la edad y
la infeccidn por H. pylori no presentaron una asociacion estadistica significativa, lo cual contrasta
con reportes que indican que, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, la infeccion
por H. pylori es mas comun en la poblacion adulta. A pesar de ello, la edad media para presentar
lesiones premalignas fue de 56 afios, lo que sugiere una relacion entre la infeccion y el desarrollo
de lesiones premalignas en la poblacion adulta.:??)

Con respecto a las pruebas seroldgicas, es importante destacar que, a pesar de tener una
sensibilidad alta, estas poseen una baja especificidad, razon por la que se puede obtener un alto

numero de resultados falsos positivos. Ejemplo de ello es el estudio realizado por Duguesne y otros
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quienes hallaron un 28,3 % de falsos positivos para la serologia por 1gG.?? Sin embargo, en este
estudio se encontré una buena correlacion entre el cultivo y la serologia. En el caso de nuestro
estudio, el mayor numero de falsos negativos se encontro en la prueba de cultivo y del PCR. Es
interesante resaltar que la combinacion de la prueba de cultivo y el resultado histopatoldgico
identifico el mayor nimero de casos positivos en nuestro estudio, en comparacion con las otras
pruebas.

Se ha comunicado que la histopatologia en combinacién con cultivo permiten identificar con
certeza los casos positivos de H. pylori.®® Por ese motivo, se selecciona como la definicion de
caso en este estudio. Los cebadores seleccionados para la amplificacion del gen gimM dan como
resultado de la amplificacién, un fragmento de 300 pb. Este gen se ha descrito como un gen
constitutivo, por lo que es de suma utilidad para detectar la infeccion por H. pylori,®” a pesar de
gue en nuestro estudio la prueba de PCR tuvo una menor sensibilidad, presentando un valor
predictivo negativo de 65,93 %, aunque una buena especificidad. Esto mostrd un valor predictivo
positivo del 97,64 % para el diagnéstico de infeccion por H. pylori, al ser comparada con la
definicion de caso, por lo que actualmente se recomienda su uso combinado con la histopatologia
para el diagnostico de esta infeccion.®® Las pruebas moleculares se emplean para una deteccion
mas rapida y especifica de H. pylori. Dichas pruebas también permiten cuantificar la carga
bacteriana y la deteccion de resistencia a antibidticos como la claritromicina, por lo que
recomendamos estudios que evalten su utilidad para diagndstico en Guatemala.®>26)

Las técnicas basadas en PCR cuentan con la ventaja de poder detectar diferentes factores de
virulencia como los genes CagA y VacA. En el presente estudio el genotipo mas frecuente
correspondié a CagA+/M1S1 (72 %). Dicho genotipo tiene una alta asociacion con la presencia
de lesiones premalignas y representa un factor de riesgo para el desarrollo de lesiones premalignas
y progresion a CG.(27:2829.30)

Los resultados histopatoldgicos obtenidos (Tabla 5) son similares a los presentados en un estudio
realizado en PerG en que la frecuencia de la infeccion por H. pylori fue del 76,5 % para pacientes
con atrofia gastrica, 65,5 % para aquellos con metaplasia intestinal completa, 55,4 % para
metaplasia intestinal incompleta y 16,7 % para displasias; para una relacion total del 61 % entre
infeccion y presencia de lesion premaligna.*V) Se ha reportado que el riesgo de progresion de
lesiones premalignas a CG asociadas a H. pylori depende de la duracién, distribucion y gravedad

de la enfermedad para el desarrollo de CG.® Por ello recomendamos que en Guatemala se lleven
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a cabo mas estudios prospectivos longitudinales en los que se evalue la relacion entre la infeccion
de H. pylori con las lesiones premalignas y CG. Finalmente, los altos porcentajes de infeccion por
H. pylori asociados a lesiones premalignas sugieren que en Guatemala se deben realizar esfuerzos
para erradicar la infeccion en los pacientes que presentan lesiones premalignas. Estudios previos
reportan que programas de erradicacion de la infeccion en pacientes que presentan lesiones
premalignas en etapas tempranas previene la progresion a CG, por lo que se debe considerar entre
las estrategias de prevencién en Guatemala junto a proyectos que evallen el costo-beneficio de la
implementacion de programas de deteccion sistematica y periodica. 23334

Sabemos que el presente estudio tiene ciertas limitantes, como una predominante poblacién urbana
de la zona metropolitana. A pesar de que no se encontraron asociaciones significativas entre la
infeccion por H. pylori y las caracteristicas demogréaficas o la presencia de lesiones premalignas,
también es importante sefialar que el tamafio de la muestra y su distribucién es otra limitante. Por
lo tanto, recomendamos que se lleven a cabo estudios con tamafios de muestra mayores y mas
representativos, con un énfasis regional o departamental que pudiera representar de mejor manera

la heterogeneidad étnica y diferentes parametros demograficos de Guatemala.
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