UNIVERSIDAD RICARDO PALMA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

Prevalencia de la infeccion de la bacteria
Helicobacter pylori en pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico en el Instituto Nacional

de Enfermedades Neoplasicas (INEN) - Lima, Peru.

Tesis para optar el Titulo Profesional de Licenciado en

Biologia

Bach. David Custodio Zegarra

Lima- Peru
2017



Este trabajo se lo dedico a mis padres: David Custodio Curay y
Leonor Zegarra Salas. Gracias a su esfuerzo, sacrificio, apoyo y

paciencia desde que inicié este camino hasta el dia de hoy.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi familia por su apoyo incondicional, y a las
personas que colocaron su granito de arena para apoyarme. Agradecer
de manera especial a mis amigos del Departamento de Investigacion del
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas por brindarme la

oportunidad de realizar esta investigacion con su respaldo.



RESUMEN.

La infeccidon por Helicobacter pylori es una de las mas comunes en todo el
mundo y es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer. El cancer
gastrico es el segundo mas comun en los varones y la primera causa
principal de muerte relacionada con el cancer en Perd. Este estudio
determind la tasa de prevalencia y la carga bacteriana de Helicobacter
pylori en muestras de cancer gastrico de pacientes peruanos. Se
obtuvieron 144 muestras de cancer de tejido géastrico de pacientes que
fueron a cirugia o gastroscopia entre abril de 2015 y septiembre de 2016
procedentes de tres tipos de muestras de tejido gastrico de cada paciente:
tejido tumoral, tejido sano proximal y tejido sano distal. El ADN se extrajo
del tejido y posteriormente se utilizd6 para la deteccidon cuantitativa por
PCR de genes de factores de colonizacion (ureA y hspA) y de virulencia
(vacAs, vacAm y cagA) de Helicobacter pylori usando cebadores
especificos. La PCR cuantitativa encontr6 ADN especifico de Helicobacter
pylori (pg / 100 ng de tejido). Las tasas de genes de factores de
colonizacion positivos Helicobacter pylori en el tejido tumoral, tejido sano
proximal y tejido sano distal fueron del 31,1%; 51,05%; 61,5% (ureA) y
64,3%; 65,04%; 67,3% (hspA), respectivamente. Las tasas de los genes
de factores de virulencia fueron 67,8%; 70,6%; 73,4% (vacAs); 79,7%;
83,9%; 79,7% (vacAm); Y 81,1%; 86,7%; 86,01% (cagA),
respectivamente. 144 pacientes con cancer gastrico y 179 familiares de
los pacientes completaron el cuestionario. Los cuestionarios mostraron
gue 42; 25; y 249 pacientes / parientes vivian menos de 5 afos; 5-10
afnos; Y mas de 10 afos en el mismo hogar, respectivamente. La mayoria
de los casos consumen agua potable (270), agua del tanque (33), agua
del rio (4) y otros (15) en sus residencias. Rutinariamente, los pacientes y
sus familiares beben agua embotellada (5), agua hervida (283), agua
fitrada (15) y agua no filtrada (20). Se concluye que Helicobacter pylori

presenta alta prevalencia en pacientes con cancer gastrico en Per.
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ABSTRACT.

Helicobacter pylori infection is one of the most common worldwide and is a
risk factor for cancer development. Gastric cancer is the second most
common cancer in males and first leading cause of cancer related death in
Peru. This study was conducted to determinate the prevalence rate and
bacterial load of Helicobacter pylori in gastric cancer samples of Peruvian
patients. 144 gastric tissue cancer samples were prospectively collected
from patients who went to surgery or to gastroscopy between April 2015
and September 2016. Three types of gastric tissue samples were obtained
from each patient: tumor tissue, proximal healthy tissue and distal healthy
tissue samples. DNA was extracted from tissue and subsequently used for
guantitative PCR detection of colonization (ureA and hspA) and virulence
(vacAs, vacAm and cagA) factors of Helicobacter pylori using specific
primers. Quantitative PCR found Helicobacter pylori specific DNA
(pg/100ng tissue). The rates of positive constitutive genes Helicobacter
pylori in tumor tissue, proximal healthy tissue and distal healthy tissue,
were 31.1%; 51.05%; 61.5% (ureA), and 64.3%; 65.04%; 67.3% (hspA)
respectively. The rates of the virulence genes were 67.8%; 70.6%; 73.4%
(vacAs); 79.7%; 83.9%; 79.7% (vacAm); and 81.1%; 86.7%; 86.01%
(cagA), respectively. 144 gastric cancer patients and 179 relatives of them
patients completed the questionnaire. Questionnaires showed that 42; 25;
and 249 patients/relatives lived less than 5 years; 5-10 years; and more
than 10 years at the same household, respectively. Most cases drink
potable water (270), water from tank (33), water from river (4), and others
(15) in their residences. Routinely, patients and relatives drink bottled
water (5), boiled water (283), filtered water (15), and unfiltered water (20).

Helicobacter pylori is highly prevalent in Peruvian gastric cancer patients.

KEYWORDS: Helicobacter pylori, Gastric cancer, Gastric
adenocarcinoma, Urease, Heat shock protein, Vacuolating cytotoxin gene,

Cytotoxin associated gene.
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. INTRODUCCION.

El cancer gastrico es la cuarta neoplasia mas comun y la segunda causa
de mortalidad (Wroblewski y col., 2010). Casi 1 millon de casos de cancer
gastrico son diagnosticados cada afio, presentando una sobrevida a los 5
aflos de solo 15% (Correa y col., 2004). Segun la base de datos de
cancer del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas se registraron
4821 nuevos casos de neoplasia maligna de estdbmago entre los afios
2010-2012. Y para este periodo de tiempo, se registraron un total de
25888 muertes estimadas en todo el Perq, siendo el tipo de neoplasia que
mas defunciones registro segun el andlisis de la situacion del cancer en el
Peri 2016 publicado por la Direccion General de Epidemiologia del

Ministerio de Salud.

Existen dos variantes histoldgicamente distintas de carcinoma gastrico
con  caracteristicas  fisiopatoldgicas diferentes: primero, el
adenocarcinomas tipo difuso, que afecta principalmente a gente joven y
consiste en células neoplasicas con infiltracion individual sin llegar a
formar estructura; y segundo, el adenocarcinoma tipo intestinal que es el
mas prevalente y que afecta sobre los 40 afios de edad y dos veces mas
a hombres que mujeres. El adenocarcinoma géstrico sigue una serie de
etapas bien definidas, en las cuales se produce una transicién de una
mucosa normal a una gastritis cronica superficial, seguida de gastritis
atréfica y una metaplasia intestinal para finalmente dar lugar a una

displasia que degenera en adenocarcinoma (Polk & Peek., 2010).

Diversas patologias gastrointestinales, han sido asociadas con
infecciones por virus y/o bacterias. En 2008, aproximadamente dos
millones de nuevos casos de cancer a nivel mundial (16%) fueron
atribuidos a infecciones por diferentes agentes biologicos (Oh vy

Weirdepass., 2014). Si estas infecciones pudieran prevenirse y/o tratarse,



se estima que habria alrededor de un 23% menos de casos nuevos de
cancer en las regiones menos desarrolladas, y alrededor de un 7% menos

de casos en las regiones desarrolladas.

En 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, del
inglés, International Agency for Research on Cancer (IARC), identifico
once agentes carcindgenos del grupo 1, entre los cuales se incluye a la
bacteria Helicobacter pylori. La infeccién de esta bacteria y las lesiones de
la mucosa gastrica con las que guarda estrecha relacion, elevan el riesgo

de causar céncer gastrico en un 75% (Wraobleski y col., 2010).

El presente proyecto tuvo por finalidad generar datos acerca de la
distribucion estadistica de infecciones por Helicobacter pylori mediante la
deteccién de los genes de factores de colonizacién hspA y ureA y de
virulencia especificos de esta bacteria  vacAs, vacAm, y cagA
(Carmolinga-Ponce y col. 2011; Samareh y col. 2015) en pacientes
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el Instituto de Nacional
de Enfermedades Neoplasicas (INEN), durante el afio 2015. Asimismo se
evalud la relacion que existe entre cancer gastrico, Helicobacter pylori
positivo y las variables epidemioldgicas obtenidas de las historias clinicas
y encuestas que se realizaron a los pacientes. Este proceso implicé a
participacion multidisciplinar de investigadores, oncologos clinicos,

patélogos oncélogos y bidlogos del INEN.

1.1. Problemade la Investigacion

1.1.1. Planteamiento del Problema

Helicobacter pylories un microorganismo colonizador de la mucosa
gastrica, reconocido como agente etioldgico de enfermedades gastricas
severas. No se conoce con exactitud la prevalencia de esta bacteria en la
poblacién de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el

Instituto Nacional de enfermedades Neoplasicas (INEN).



1.1.2. Formulacion del problema

¢ Es significativamente prevalente la infeccion de la bacteria Helicobacter

pylori en pacientes diagnosticados como portadores de adenocarcinoma

gastrico en el Instituto Nacional de enfermedades Neopléasicas (INEN)?

1.1.3. Objetivo general

Determinar y analizar la prevalencia de la infeccion de Helicobacter pylori

mediante la deteccion de 5 genes de la bacteria en pacientes

diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el Instituto Nacional de

enfermedades Neoplasicas (INEN).

1.1.4. Objetivos especificos

Evaluar las variables clinicas y epidemioldgicas relacionadas a
Helicobacter pylori en pacientes diagnosticados con adenocarcinoma

gastrico en el Instituto Nacional de enfermedades Neoplasicas (INEN).

Amplificar los genes de factores de colonizacion (ureA y hspA) y de
virulencia (vacAs, vacAm y cagA) de Helicobacter pylori en las

muestras de recolectadas.

Determinar estadisticas de la mortalidad de pacientes con
adenocarcinoma gastrico en Helicobacter pylori positivo con los

pacientes con adenocarcinoma Helicobacter pylori negativo.

Determinar la frecuencia y distribucion en el Peru, de casos de Cancer

gastrico tratados en el INEN.

Establecer una relacion entre infeccion por Helicobacter pylori y el

agua de consumo humano como posible via de transmision.



II. MARCO TEORICO.

2.1. Cancer gastrico

El cancer de estbmago, conocido también como cancer gastrico, inicia en
las células de la mucosa del epitelio gastrico y en su origen se consideran
factores intrinsecos (factor genético) que son susceptibles a agresiones
del medio ambiente o de la dieta; factores extrinsecos, que son capaces
de generar mutaciones genéticas, son reconocidas como lesiones pre
malignas, entre ellas, la displasia, los adenomas y mas comunmente la
gastritis (Barboza y col., 1996). Multiples mecanismos han sido asociados
al proceso de carcinogénesis, siendo la inflamacion croénica, la
proliferacion celular excesiva y la disminucion de la secrecion acida, los
aspectos mas relevantes de la infeccion. Sin embargo, no solo puede ser
explicado con variables independientes debido a que existe una marcada

variacion individual y ambientales (Lee y col., 2007).

Varios estudios han mencionado la relacion existente entre céancer
gastrico y la bacteria Helicobacter pylori como cofactor de causa (Milne y
col., 1995; Wroblewski y col., 2010; Hsu y col., 2007; Uemura y col., 2010;
Carmolinga-Ponce y col. 2011; Samareh y col. 2015).

En el registro de cancer de Lima Metropolitana: Incidencia y mortalidad
2010-2012, la Direccién General de Epidemiologia del Ministerio de Salud
del Pert afirma que el riesgo a desarrollar cancer de estbmago esta
relacionado a factores dietéticos, consumo de tabaco e infecciones por
Helicobacter pylori (Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de
Salud del Peru, 2016).



2.2. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es un bacilo gram negativo y microaerofilo con una
morfologia espiral en forma de un sacacorchos cuando se encuentra en la
mucosa gastrica y menos espiral cuando crece en medios artificiales.
Presenta unas dimensiones de 0.5 a 1.0 um de ancho y de 3 um de largo.
Es ureasa oxidasa y catalasa positivo (Weeks y col., 2000). Tiene de 3 a 4
flagelos polares, fundamentales para su movilidad, y que estan
recubiertos por una vaina de estructura lipidica, igual que la membrana
externa, que parece tener la mision de proteger a los flagelos de su
degradacion por medio acido. Existe gran variedad genética entre cepas
de Helicobacter pylori, lo que le confiere diferencias en su potencial
patogénico y carcinogénico. La mayoria de las cepas de Helicobacter
pylori, expresan factores de virulencia que afectan diferentes rutas de
sefalizacion del huésped. Ademas cuenta con un nimero de adhesinas
gue permiten su adherencia al epitelio gastrico. Esta adhesion es esencial
para asegurar la prolongada persistencia de la bacteria en el estbmago y
para la inyeccion de CagA y otras proteinas en las celular epiteliales del
huésped (Wrobleski, Peek y col., 2013).

2.3. Factores de colonizacion

La ureasa es la enzima mas estudiada de todos los productos de
Helicobacter pylori, y representa alrededor de un 5% del total de sus
proteinas celulares (Hu y Mobley, 1990). Esta enzima permite a la
bacteria neutralizar el acido clorhidrico del estobmago mediante la
conversién de urea gastrica en amonio, generando con ello un ambiente
propicio para su crecimiento (Alarcén, Barquero, y col., 2004). Se localiza
en el citosol de la bacteria y en su superficie, aunque esta Ultima
localizacion puede tratarse de un mecanismo no especifico para la
exportacion de la enzima; posee un peso molecular de 600 kDa y esta

codificada por siete genes denominados ureA (Mobley, 1996). Por otro



lado, las proteinas de choque térmico denominadas “hsp”, ubicadas en la
membrana bacteriana, participan en el reconocimiento de receptores
celulares y en la adherencia bacteriana. Su expresion es dependiente de
las condiciones de acidez del ambiente, por lo que se considera que
tienen un papel preponderante en la interaccién bacteriana con las células

del epitelio gastrico in vivo (Ortiz y Coria, 2015).

2.4. Factores de virulencia

Helicobacter pylori puede inducir la formacion de vacuolas en una gran
variedad de células eucariotas. Inicialmente se penso6 que dicha accién no
era de caracter toxico, pues no era neutralizada por antitoxinas
bacterianas; ademas, el amonio liberado por la actividad de la ureasa
puede inducir un dafio similar. Sin embargo, posteriormente se logro
purificar la toxina responsable de tal alteracion, la cual debido a su accién
ha sido denominada “toxina vacuolizante”, ya que ella induce la formacién
de vacuolas en las células afectadas, hallazgo que también se ha
constatado en biopsias de pacientes afectados. Contra esta toxina se han
identificado anticuerpos de suero en personas infectadas con Helicobacter

pylori, (Leunk y col. 1988; Cover y col. 1992).

La citotoxina vacualizante es una proteina codificada por el gen asociado
a la vacuolizacion (vacA), este ha sido clonado y su andlisis sugiere que
codifica una proteina que posee una sefial aminoterminal corta, que es
escindida para permitir su paso a través de la membrana citoplasmaética y
una carboxiterminal de 45kDa que actia como poro. La secuencia de la
toxina madura no demuestra homologia con otras toxinas conocidas
(Cover y col.; Telford y col. 1994). Hasta la fecha todos los aislamientos
de Helicobacter pylori presentan en su genoma el gen vacA; sin embargo,
la secrecion de la proteina se liga con variaciones en la secuencia sefial
de secrecion: vacAs (alelos s1 y s2) cerca del extremo 5’ del gen vacA 'y

en la region media del gen: vacAm (alelos m1y m2) (Olaya, 2008).



Numerosos estudios describen que el desarrollo de Ulcera péptica es mas
frecuente en pacientes con Helicobacter pylori que presenta el tipo sl
frente a los que presentan el s2 (Somodevilla, 2012), aunque este hecho
se mantiene en menor medida en paises Orientales (Pan, Kolb y col.,
1998). Por otro lado, el tipo m1 ha sido asociado a un mayor dafio epitelial
gue el tipo m2 en ensayos con determinadas lineas celulares (Atherton,
Peek y col., 1997). Sin embargo otros estudios demuestran que las cepas
m2 pueden ser igualmente toxicas, con la excepcion de la linea celular
HelLa con la que tiene dificultades de interaccién. Probablemente, las
distintas formas de la toxina posean diferentes dominios de unién (Cover,
Tummuru y col., 1994) siendo la codificada por el tipo ml la que se asocia
con vacuolizacién en una mayor variedad de células (Atherton, 1997),
pero teniendo en cuenta que la region media parece tener una implicacion
mas importante en la interaccion con las células gastricas que con la

accion toxica propiamente dicha (Letley, Rhead y col., 2003).

La busqueda de una respuesta para la incongruencia entre la citotoxicidad
y la presencia del gen vacA, llevo al hallazgo del gen asociado a la
citotoxina (cagA) cuya presencia se relaciona con la expresion del gen
vacA y por lo tanto con la toxigenicidad. Ademas, esta presente solo en
las cepas aisladas de pacientes sintomaticos. En los paises desarrollados
el 60% de las cepas son cagA positivo; pero en los paises en vias de

desarrollo la proporcion de cagA positivo es mayor (Blaser, 1996).

Las cepas cagA positivo al ser mas virulentas estdn asociadas con
ulceracion duodenal, gastritis atrofica, adenocarcinoma y recientemente
se ha demostrado que producen una profunda inflamacién con una
densidad bacteriana en el antro gastrico de alrededor de 5 veces la

inducida por cepas cagA negativo (Atherton y col. 1994).

Por lo tanto, la identificacion de los genes vacA y cagA permite identificar
las cepas con mayor virulencia y asociadas con cuadros clinicos mas

SEeveros.



[1l. ANTECEDENTES.

3.1. Cancer gastrico

La primera descripcion de Céancer Gastrico temprano es atribuida al
aleman M. Verse en el afio 1903, en su libro “La histogénesis del
carcinoma de tejido mucoso” (del aleman “Die Histogenese der
Schleimhautcarcinome”), pero el primero en emplear el término fue el
francés Bayle en 1833 denominandolo “Cancer géstrico en su primera

etapa’.

Existen diferentes tipos de Cancer gastrico, entre los cuales
aproximadamente entre 90% y 95% de los casos son adenocarcinomas.
Estos tumores se originan en las células que forman la capa mucosa del
estdbmago. Siguiendo la clasificacion de Lauren, en el Instituto de
Enfermedad Neopléasicas, el adenocarcinoma de tipo intestinal representa
el 52.8%, el tipo difuso el 43.3% vy el tipo mixto el 3.8% (Morales y col.,
1996). Se observa que en los paises con alto indice de cancer gastrico
existe predominio del tipo intestinal (Barboza y col., 1996). El carcinoma
difuso tiene una incidencia bastante similar en la mayoria de paises, pero
es mas comun en el sexo femenino y especialmente en los pacientes
jovenes (Barboza y col., 1996). Broders y col. clasificaron los carcinomas
gastricos de acuerdo a la diferenciacion celular en cuatro grados:
Adenocarcinoma grado | (células normales pero con nudcleos grandes),
grado I, grado Il y grado IV (no hay formacion glandular y pude
observarse células gigantes y células de anillo de sello). Desde el punto
de vista macroscopico, el adenocarcinoma gastrico se localiza
fundamentalmente en el antro (80%) y menos comunmente en la

curvatura mayor 10% (Barbozay col., 1996).

En el hospital Edgardo Rebagliati Martins (Lima, Perl) se realiz6 el

diagnostico histologico de 5118 casos de cancer en el periodo 1963-2002



(Espejo, Navarrete y col., 2005), mientras que en el Instituto Nacional de
Enfermedades neoplasicas se han registrado 64243 casos de cancer
entre los afios 2010-2012. Respecto a esto, se registraron 32865 casos
de cancer de estdmago. 4821 fueron casos nuevos de cancer de
estbmago en Lima Metropolitana siendo el 55,4% (2671) pacientes
varones y 44,6% (2150) pacientes mujeres. La tasa de incidencia de
cancer de estbmago descrita en este registro fue de 17,1 por 1000000
habitantes, representando el 7.9% de todas las neoplasias malignas y
siendo las segunda méas importante entre pacientes hombres luego de
cancer de prostata. Ademas, el riesgo acumulado de desarrollar la
enfermedad a los 74 afios fue de 2,18% en hombres y 1,42% en mujeres
(Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud del Peru,
2016).

Debido a que el diagnostico ocurre generalmente en estadios tardios de la
enfermedad, la cirugia es el Unico tratamiento curativo del cancer gastrico.
El prondstico esté afectado por dos factores principales: la profundidad de
la penetracion del cancer primario en las paredes estomacales y la
diseminacién en los ganglios adyacentes. La ubicacién del cancer
primario también influye en los resultados y un cancer en la parte superior
del estbmago se asocia con un resultado menos favorables que aquel en
la parte media e inferior del estbmago (Atherton y col., 2006). La tasa de
mortalidad de pacientes con cancer de estdbmago en Lima Metropolitana
entre el 2004 y 2005 fue de 31,12%, mientras que entre los afios 2010 y
2012 fue de 28,71% (Direccion General de Epidemiologia del Ministerio
de Salud del Peru, 2016). Segun la Sociedad Americana del Cancer en
Estados Unidos se registraron 10730 muertes por cancer de estomago de
26370 pacientes diagnosticados, siendo la tasa de mortalidad para esta
enfermedad de 40,69% (American Cancer Society, 2016).

En Lima Metropolitana, el cancer de estdbmago fue la primera causa de
muerte entre afios 2010 y 2012. Se registraron 3437 muertos por cancer

de estébmago con una tasa de incidencia de 12.1 por 1000000 habitantes



(Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud del Perq,
2016).

3.2. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori fue descubierto a inicios del afio 1980 y aislado en el
afo 1982 (Perna, Vaira y col., 2010). Originalmente se describio como un
organismo similar a Campylobacter y luego como Campylobacter
pyloridis; nombre de la especie que no se ajustd a las normas de
nomenclatura, lo que fue enmendado como Campylobacter pylori. No
obstante, las diferencias morfolégicas de la nueva especie con las
preexistentes, su patréon de acidos grasos Yy diferencias genéticas, ponia
en duda su inclusion en el género Campylobacter, lo que llevo a la
propuesta del nuevo género Helicobacter (Goodwin y col., 1989) vy ello
motivé al cambio de la descripcién del género Campylobacter (Vandamme
y col., 1991).

La infeccion por Helicobacter pylori es una de las mas comunes en el
hombre y esta distribuida mundialmente. Sin embargo su prevalencia
varia segun la regiébn geogréafica y de acuerdo con el nivel

socioecondmico de la poblacion (Suerbaum y col., 2002).

En poblaciones desarrolladas se han descrito tasas de prevalencia
menores que en paises en vias de desarrollo, hallazgo relacionado al
nivel socioecondmico que predomina y condiciones de salubridad publica
gue en estos ultimos se presenta (Ruiz y col.,, 2002). Actualmente se
estima que mas del 50% de la poblacion mundial esta infectada por
Helicobacter pylori (Reporte del Consenso mundial de Kyoto, 2005 y
Reporte de la prevalencia de Helicobacter pylori en los paises en
desarrollo de la OMS, 2010).

Un reporte reciente realizado en el pueblo joven Pampas del distrito de

San Juan de Miraflores en Lima (Perl) indica una prevalencia de



Helicobacter pylori en mas del 80% de esta poblacion de nivel

socioeconomico bajo durante el periodo 2000-2002 (Soto y col., 2012).

El Consenso Latinoamericano sobre infeccion por Helicobacter pylori
celebrado en el afio 2000, encontré recurrentemente que las prevalencias
no varian con el estado socioecondémico, ni con el sexo, asimismo no
aumenta con la edad, esto ultimo puede ser debido a que la infeccidon se
adquiere en edad temprana y a las diferencias migratorias de estas

poblaciones.

Estudios realizados en paises de Europa, han descrito tasas de
prevalencia variables entre 4 y 41% con un promedio de 27.1% (Gabarini
y col.,, 1995). Otro estudio realizado en Gales, UK describe una
prevalencia global de 56.9%, encontrando en pacientes de entre 25-30
afios una prevalencia de 29.8% la misma gque se incrementa en pacientes
mayores de 45 afos (Sitas y col., 1991). En paises desarrollados también
se han encontrado diferencias dentro de los grupos poblacionales. En
Estados Unidos se han encontrado en blancos no hispanos una
prevalencia de 17% frente al 42% en inmigrantes mexicanos (Everhart y
col., 2000).

A pesar de la alta incidencia de la infeccion por Helicobacter pylori, los
reservorios y vias de transmision todavia no estan claras, aunque se han
sugerido multiples rutas de transmision. En paises en vias de desarrollo,
como el Perd hay una elevada prevalencia de enfermedades
infectocontagiosas producidas por microorganismos que son viabilizados
por el agua de consumo humano. En un reciente estudio se demostro que
el agua de la Atarjea, central de procesamiento desde donde se distribuye
el agua a la ciudad de Lima, presentaba material genético de Helicobacter

pylori (Ramirez y col., 2004).

La erradicacion de la infeccion de Helicobacter pylori es posible,
disminuyendo de forma significativa el riesgo de desarrollar cancer

gastrico en pacientes que no presentan lesiones previas, reforzando asi el



principio de que este organismo influye en las primeras etapas de
carcinogeénesis gastrica (Stolte y col., 2002). El tratamiento de la infeccion
cuando es sintoméatica consiste en una combinacion de tres drogas:
claritromicina, amoxicilina o metronidazol y omeprazol. En pacientes con
Ulcera, el procedimiento habitual es erradicar la infeccion hasta que la
Ulcera sana. Desafortunadamente, se ha incrementado el namero de

infecciones por cepas resistentes a este tratamiento.

3.3. Relacion Helicobacter pyloriy Cancer Gastrico

La mayoria de los pacientes infectados por Helicobacter pylori,
desarrollan lesiones no neoplasicas. Alrededor de 10% de los individuos
infectados desarrollan Ulceras peptidicas, solo el 1-3% desarrollan
adenocarcinoma gastrico y <0.1% desarrollan linfoma de tejido linfoide

asociado a mucosa (MALT) (Peek, Crabtree y col., 2006).

La relacion entre la bacteria, gastritis crénica y cancer gastrico ha sido
ampliamente descrita en diversos estudios a nivel mundial. En 1975 se
asocio la presencia de Helicobacter pylori con la inflamacién de la mucosa
gastrica y posteriormente en 1985 con la ulcera péptica, estableciendo de
este modo una relacion causal entre Helicobacter pylori y las lesiones de
la mucosa gastrica (Milne y col., 1995), con un riesgo para llegar a causar
cancer gastrico del 75%. Esto hace vital su deteccion temprana con la

finalidad de dar tratamiento (Wroblewski y col., 2010).

La hipdtesis corriente que relaciona Helicobacter pylori con el proceso de
carcinogeénesis gastrica, se basa en un dafio progresivo inducido por la
presencia prolongada de Helicobacter pylori, que lleva a lesiones que
evolucionan de una gastritis superficial, gastritis cronica, gastritis atréfica
donde puede encontrarse una infiltracién inflamatoria importante con
agregados foliculares linfoides que destruyen la mucosa a tal grado, que

ocurre pérdida de la funcion, induciendo posteriormente una metaplasia



intestinal, displasia y generandose una patologia neoplasica (Correa y
col., 1992). La metaplasia intestinal puede ser considerada como una
estrategia defensiva contra Helicobacter pylori, ya que esta bacteria sélo

coloniza el epitelio gastrico (Rokkas y col., 1991).

En Taiwan, un seguimiento realizado durante 6.3 afios, el cancer gastrico
se desarrollé en 1.3% de pacientes infectados por Helicobacter pylori y
0% en no infectados (Hsu y col., 2007). En otro estudio en la poblacion
japonesa, con un seguimiento de 7.8 afios, se observé que el 2.9% de los
pacientes infectados desarrollaban cancer gastrico comparados con el 0%
en el grupo de los no infectados. En esta poblacién, el cancer gastrico
llegaria a desarrollarse en el 5% de personas infectadas por Helicobacter

pylori, en un periodo aproximado de 10 afios (Uemura y col., 2010).

En nuestro pais, no se han establecido datos certeros sobre infecciones
de Helicobacter pylori en pacientes con neoplasias gastricas, sin embargo
durante el 2002 en una investigacion realizada en el Policlinico Peruano-
Japonés de Lima por Ruiz y col., se encontrd una prevalencia de infeccion
por Helicobacter pylori en pacientes dispépticos que acudieron a consulta
externa de un 40%. No se encontraron diferencias significativas en el
predominio de la infeccidon y su relacion a los factores de: sexo, estrato

socioecondmico y tiempo de enfermedad.

Dada la importancia clinica de la infecciobn Helicobacter pylori en la
poblacién peruana, la deteccion de este microorganismo se establecid
como la base para la realizacion de este estudio. De la misma manera se
analizara si existen posibles asociaciones entre la infeccion de
Helicobacter pylori y el cancer gastrico mediante deteccion de los genes
de factores de colonizacion y de virulencia especificos de Helicobacter
pylori: hspA, ureA, vacA-s, vacA-m, y cagA (Carmolinga-Ponce y col.
2011; Samareh y col. 2015). Ademéas se realizara un andlisis
epidemioldgico de Helicobacter pylori, cancer gastrico y las variables de

estudio obtenidas de las historias clinicas y encuestas.



V. HIPOTESIS.

La hipotesis del presente estudio se centra en que la prevalencia de
Helicobacter pylori en pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico en el Instituto Nacional de Enfermedades Neopléasicas (INEN) es
mayor comparado a la prevalencia publicada a nivel nacional y que existe
una relacion significativa entre el hallazgo de Helicobacter pylori,

prevalencia de cancer gastrico y variables epidemiolégicas.



V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Lugar de ejecucion.

El desarrollo de la presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio
del Departamento de Investigacion, y Laboratorio del Banco de Tejidos
Tumorales del Departamento de Patologia y del Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante los afios 2015 y 2016.

5.2. Tipoy disefio de investigacion.

La presente investigacion se realizé en Laboratorio, buscando encontrar
una vinculo estadistico entre la infeccion de la bacteria Helicobacter pylori
y pacientes de adenocarcinoma gastrico. Por lo tanto se empled un
método de correlacion para el analisis de los datos. El disefio de este
estudio siguid las etapas de una investigacion de tipo experimental o de

laboratorio.

5.3. Consentimiento informado.

Se elabor6é un formato de consentimiento informado para la donacién
voluntaria de muestra al proyecto de investigacion. En este
consentimiento se informa y se resuelven las dudas acerca de los
alcances de la participacion en la investigacion realizada (Anexo 1). El
proyecto de investigacion fue inicialmente aprobado por el Comité Revisor
de proyectos del INEN. Una vez aprobado, (c6digo INEN15-10) (Anexo 2),
el proyecto, junto con el consentimiento informado, fueron sometidos al

Comité de Etica del INEN para su aprobacion (Anexo 3).



5.4. Ficha de recoleccion de datos.

Se elabor6é una formato de ficha de recoleccion de los datos de los
pacientes, donde se incluyeron ademas de las variables clinicas y
patoldgicas, aquellas necesarias para la realizacion del estudio, como el
lugar de nacimiento, lugar de residencia, edad, tipo de agua de consumo
y antecedentes de enfermedad gastrica (Anexo 4). Cada paciente fue

entrevistado personalmente durante su periodo de hospitalizacion.

5.5. Poblacién.

La poblacién estudiada comprendié pacientes atendidos por el
Departamento de Cirugia de Abdomen del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN) y diagnosticadas con adenocarcinoma

gastrico.

5.5.1. Criterios de inclusion.

Se incluy6 en el estudio a pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico a los cuales se le realiz0 gastrectomia radical o parcial por el
Departamento de Cirugia de Abdomen del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN) en un periodo comprendido entre los
afnos 2015y 2016.

5.5.2. Criterios de exclusion.

Se excluyeron del estudio a pacientes con diagnéstico de neoplasias
diferentes a adenocarcinoma gastrico, pacientes <18 afios, pacientes con
historial de otra neoplasia previa, pacientes con infeccion activa de HIV,
HBV o HCV y pacientes con diagnostico de adenocarcinoma gastrico con

cirugia sin éxito (es decir sin reseccion de tejido).



5.6. Tamano de la muestra.

El trabajo se realizo con un tamafio de muestra n=144. Las muestras
fueron obtenidas de procedimientos quirdrgicos de pacientes atendidos

por el Departamento de Cirugia de Abdomen de INEN.

5.7. Elaboracién de una base de datos.

Se elaboré una base de datos en programa Excel (Microsoft Corporation,
EEUU) de las variables obtenidas de las encuestas y revision de las
Historias Clinicas de cada paciente (Anexo 5). Se organizaron 9 variables
obtenidas de las encuestas: procedencia, sexo, edad, Ilugar de
residencia, tiempo de permanencia en el lugar de residencia, tipo de
abastecimiento de agua, tipo de consumo de agua, antecedentes de
enfermedad gastrica e indicios de familiares con enfermedades gastricas
(Tabla 1). Por otro lado se obtuvieron 30 variables clinicas obtenidas del

historial hospitalario del cada paciente.

ESCALA DE DEFINICION
VARIABLE TIPO DE VARIABLE MEDICION OPERACIONAL REGISTRO
Procedencia Cualitativa nominal Nominal: Nombre del | Entrevista, Hola_ de f_|I|aC|,or_1 e Fls_lco y
lugar Historia Clinica virtual
Sexo Cualitativa nominal Nominal dicotomico Entrevista, Hoja. de f|l|a0|pn € F'S.'CO y
Historia Clinica virtual
Edad Cuantitativa continua Afios | Entrevista y Hoja de filiacion Fl\jlr(;ga)ll
Domicilio Cualitativa nominal Nominal: Nombrle del Entrevista y Hoja de filiacion F'S.'CO y
ugar virtual
Tiempo de permanencia o . ~ . Fisicoy
en el lugar de residencia Cuantitativa continua Afios Entrevista virtual
) o Nominal: Nombre del .
Tipo de abastecimiento I . . ) Fisicoy
d Cualitativa nominal tipo de Entrevista .
e agua " virtual
abastecimiento
Agua de consumo Cualitativa nominal Nominal: Tipo de Entrevista F'S.'CO y
agua virtual
Antecedepteg de Cualitativa nominal Nominal: Nombre de Entrevista e Historia Clinica F'S.'CO y
enfermedades gastricas la enfermedad virtual
Nominal: Nimero de Fisico
Antecedentes familiares Cualitativa nominal personas y Entrevista virtuaBI/
enfermedad

Tabla 1. Variables usadas en la obtencién de datos mediante entrevista del paciente. Se
describen las variables estudiadas durante la realizacion del proyecto, definiendo el tipo, escala de

medicion, definicidn operacional, y forma de registro.




5.8. Obtencion de la muestra bioldgica.

Por cada paciente se tomaron tres tipos de muestras: tejido tumoral, tejido

sano proximal al tumor, y tejido sano distal al tumor.

El procedimiento para la toma de muestra se realiz6 de la siguiente

manera.

1. Diariamente se revis6 la programacion de cirugias para la seleccién
de los pacientes. Posteriormente se comunicé la selecciéon de los

pacientes al Departamento de Patologia.

2. El personal encargado del laboratorio llevd a sala de congelacion
del Departamento de Patologia tubos rotulados para la toma de las
muestras. Estas se tomaron con el apoyo del personal de Patologia
para garantizar su integridad para el posterior diagnostico

patoldgico del paciente.

3. Los tubos se transportaron en nitrégeno liquido a fin de mantener a

las muestras en Optimas condiciones.

4. Se registr6 el ingreso de cada muestra y se almacenaron a una
temperatura de -80°C hasta la realizacion del procedimiento de
extraccion de ADN. Cada paciente fue codificado para mantener el
anonimato de los mismos. La codificacion consistié en tres letras
correspondientes a las iniciales del nombre y apellidos, seguidas
de un nimero de cuatro digitos asignado por el Banco de Tejidos

Tumorales del Departamento de Patologia (Anexo 6).

5.9. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN).

La extraccion del ADN gendmico, se realizé empleando el kit comercial
GeneJET Genomic DNA (THERMO SCIENTIFIC, Lithuania) realizando

algunas modificaciones al protocolo.



Se emplearon 20mg de tejido (almacenado a -80°C), cortandolo en
pequefias piezas con ayuda de un bisturi. La lisis del tejido se realiz6
afadiendo 180uL de solucion de digestion y 20uL de una solucion de
proteinasa K. La muestra se homogenizé en el agitador vortex (Labnet
International, Inc). Seguido a esto, la muestra se incubo en el termobloque
(Thermomixer confort, Eppendorf) a 56°C durante 3 horas, agitando en el
vortex cada 30 minutos. Al finalizar la digestion, se agregd 20uL de una
solucién de Rnasa A y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicion6 200uL de solucion de Lisis y 400uL

de etanol 50% con mezcla en vortex durante 15 segundos.

Para la etapa de lavados, se transfiridé el contenido del tubo a una
columna de purificacion insertada en un tubo colector. Se agreg6é 500uL
de solucion de lavado | (Wash Buffer I) y la muestra se centrifugd a
8000xg durante 1 minuto. Se descart6 el tubo colector. Seguidamente se
colocd la columna en un tubo colector nuevo y se agregé 500uL de
solucion de lavado Il (Wash Buffer Il) para centrifugar la muestra al

maximo de revoluciones durante 3 minutos.

Finalmente se desechd el tubo colector y se insertd la columna en un tubo
de 1.5mL nuevo y rotulado. Se afadié 45uL de solucion de elucion
precalentado (56°C) a la columna, incubando la muestra durante 2
minutos y se centrifugo el tubo durante 1 minuto a 8000xg. Se repitié esta

etapa dos veces, obteniendo un volumen final de 90uL.

La muestras de ADN se almacenaron a -20°C hasta su cuantificacion o

analisis (Anexo 7).

5.10. Cuantificacion de acidos nucleicos.

Para determinar la concentracion y pureza de ADN, se realizaron lecturas
fluorometricas mediante el Fluorometro Qubit (v2.0 Invitrogen by Life

Technologies). Este equipo realiza lecturas de ADN a las longitudes de



onda 260 y 280nm. Larelacion de las absorbancias obtenidas a 260nm y
280nm (A260/A280) da idea del grado de pureza de la preparacion. Para

ADN, con la relacién A260/A280 = 1.8 se tiene una buena pureza.

Para ello de empledé el Qubit de Alta sensibilidad (del inglés, High
sensibity (HS)) dsDNA Assay kit (life technologies).

Las cuantificaciones se realizaron del siguiente modo: se preparé una
Solucién de trabajo compuesta por Qubit dsDNA HS Buffer y el
Fluorocromo Qubit dsDNA HS 200x concentrado en DMSO en una
proporcion 199uL: 1uL.

La preparacion de los estandares para la calibracion del equipo se realizo
usando los reactivos dsDNA HS Estandar #1 y dsDNA HS Estandar #2,
proveidos por el kit de cuantificacion. Se preparé un tubo para cada
estandar, conteniendo 190uL de Solucion de trabajo y 10pL del estandar.

El equipo se estandarizé cada vez que se realizaba una nueva lectura.

La muestra se prepard para la lectura colocando 199uL de solucién de
trabajo mas 1uL de muestra de ADN. Se procedio a la lectura en el

Fluorometro, obteniendo la cuantificacion en pg/mL 6 ng/pL.

Para cuantificar los cebadores se siguié el mismo procedimiento, pero se
empled el reactivo Qubit de Hebra simple (del inglés, Single-Stranded
(HS)) ssDNA Assay kit (life technologies).

5.11. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real.

Las reacciones de PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) se
realizaron en el Termociclador LightCycler® 96 Instrument (ROCHE®).
Cada mezcla de reaccion contenia 1X FastStart Essential DNA Green

Master, 400mM del cebador sentido, 400mM del cebador antisentido, 2uL



de dilucion correspondiente de DNA y agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen final de 20 uL. Las reacciones para cada cebador
se realizaron de acuerdo a las temperaturas de amplificacion (Tm) de

cada uno de los cebadores (Tabla 2).

Se emplearon cinco pares de cebadores especificos para Helicobacter
pylori pertenecientes a 4 grupos de genes, 2 de factores de colonizaciéon
y 2 de virulencia. Los genes de factores de colonizacion fueron: ureA del
gen de Ureasa, R-(TTGTCTGCTTGTCTATCAACC) y F-
(GAGAATGAGATGAAACTCACCC); hspA del gen codificante de la
proteina de shock térmico, R-(GCTATCTGAAAATTTGATTTCTTTTGC) y
F-(TGCGCTATAGTTGTGTCGC).

Los genes de factores de virulencia relacionados a la citotoxina
vacuolizante: vacA-s, R-(GCGTCAAAATAATTCCAAGG) vy F-
(CAATCTGTCCAATCAAGCGAG); vacA-m, R-
(CTGCTTGAATGCGCCAAAC) y F-(ATGGAAATACAACAAACACAC).

El gen de \virulencia asociado a la citotoxina cagA, R-
(TCTAATCCTGTTTGCTCCCCA) y F-(CTCATTGCGAAGGCGACCT).

GEN CEBADORES SECUENCIA Tm

hspA hspA R GCTATCTGAAAATTTGATTTCTTTTGC 62-59
hspA F TGCGCTATAGTTGTGTCGC

Urea ureAR TTGTCTGCTTGTCTATCAACC 55.58
ureA F GAGAATGAGATGAAACTCACCC

vacA s VA1 R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 5263
VAl F ATGGAAATACAACAAACACAC

vacA m VAG R GCGTCAAAATAATTCCAAGG 5263
VAG F CAATCTGTCCAATCAAGCGAG

CagA cagA R TCTAATCCTGTTTGCTCCCCA 62-64
cagA F CTCATTGCGAAGGCGACCT

Tabla 2. Cebadores con los segmentos de las secuencias sentido y antisentido utilizadas
para detectar a Helicobacter pylori y Temperatura de fusién (Tm, del inglés Melting

temperatura) de cada cebador.




5.11.1. Condiciones de la PCR.

La deteccidén de la sefal se realizo al finalizar el paso de elongacion de la
reaccion. Las condiciones de la gPCR fueron: (i) 95°C 10min; y (ii) 95°C
15s, 60°C 20s, 72°C 20s (45 ciclos). La temperatura de fusion (Tm (50mN
Na+)) varié dependiendo del cebador utilizado en la qPCR de la siguiente
manera: ureA del gen de Ureasa, R (55°C) y F (58°C); hspA del gen
codificante de la proteina de shock térmico, R (62°C) y F (59°C). Los
genes de virulencia relacionados a la citotoxina vacuolizante: vacA-s, R
(52°C) y F (63°C); vacA-m, R (52°C) y F (63°C). El gen de virulencia
asociado a la citotoxina: cagA, R (62°C) y F (64°C).

Todas las reacciones incluyeron un control, donde la muestra se sustituyo
por agua. Para garantizar la funcionabilidad de los cebadores se
realizaron pruebas de estandarizacibn. Como control positivo se empleé
ADN genomico (ADNg) de la cepa 706557 de Helicobacter pylori de
obtenida de la ATCC.

Las curvas estandar para cada pareja de cebadores se realizaron
empleando el control positivo de ADNg Helicobacter pylori. Para ello se
realizaron 20 diluciones seriadas del control positivo partiendo de una
concentracion inicial de 50ng de molde de ADNg. Se prepararon las

reacciones de PCR con el molde de ADNg de cada dilucion por duplicado.

Los resultados de la PCR fueron visualizados en el Software LightCycler®

96 Instrument Manager version SW 1.1 (Roche).

Los datos obtenidos en estas reacciones en el PCR tiempo real se
organizaron en una hoja de calculo de Excel 2010 (Microsoft Office
Professional Plus 2010) obteniendo lo valores logaritmicos de la
concentracion de las 20 diluciones del control positivo y los valores
promedios de los ciclos de cuantificaciéon (Cq). Estos datos permitieron la
construccion de una curva de regresion lineal y una ecuacién para

calcular concentraciones de cada gen. (Anexo 8).



Los resultados de las muestras procesadas en el PCR en tiempo real se
transfirieron y organizaron en hojas de caculo Excel. Se despejaron las
ecuaciones para cada gen obtenidas en las curvas de estandarizacion y
se sustituyeron los datos de Cq para obtener el logaritmo de las
concentraciones obtenidas. Se realizaron célculos anti-logaritmicos para
obtener las concentraciones reales en nanogramos (ng) y luego se
transformaron a picogramos (pg) (Anexo 9). Los datos se clasificaron por

gen, por paciente y por tipo de muestra (Tumor, proximal, distal).

5.12. Analisis estadistico.

5.12.1. Base de datos: Encuestas e Historias clinicas

Los datos obtenidos se colocaron en una hoja de calculo Excel
organizando las variables mediante una tabla de doble entrada. Se
obtuvieron las estadisticas descriptivas con parametros porcentuales de
distribucion en grupos. Se buscaron valores de significancia entre los

grupos y subgrupos estudiados.

5.12.2. Deteccion de genes

Se obtuvieron parametros porcentuales de la presencia y ausencia de
cada gen estudiado en la investigacion. En los genes presentes se calculo
la concentracién real. Los datos obtenidos se colocaron en una hoja de
célculo Excel organizando las variables mediante tablas. Se obtuvieron
las estadisticas descriptivas con parametros porcentuales de prevalencia
para cada tipo de muestra. Se buscaron valores de significancia entre los

grupos de genes y muestras estudiadas.



V1. RESULTADOS

6.1. Control positivo.

Se utilizé como control positivo ADNg Helicobacter pylori de ATCC
(706557). Su cuantificacion dio 30.8ng/uL en el fluorometro Qubit v2.0.
Siendo este Ultimo el que dio mejores cuantificaciones y sefiales de
amplificacion en la PCR Tiempo Real, por lo que se utilizé para realizar la

estandarizacion de los cebadores.

6.2. Obtencion de Curvas estandar para cada
cebador.

Para la estandarizacién y puesta a punto se realiz6 un gradiente de
temperatura de los cebadores. La sensibilidad del control positivo ADNg
Helicobacter pylori de ATCC (706557) y la sefial de amplificacion de los
cebadores se evalué mediante el analisis de curvas estandar para cada

uno de ellos.

Se realizaron 20 diluciones seriadas del control positivo partiendo de un
stock de 50ng de molde de DNA. Se prepararon las reacciones de PCR

con el molde de ADN de cada dilucion.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo Real time PCR
LightCycler® 96 Instrument (ROCHE®) a las temperaturas
correspondientes para cada cebador (Anexo 10) a partir de un programa
estandar en placa. Se realizé una repeticién para cada reaccién por

cebador (Figuraly 2).



Los datos obtenidos en estas reacciones en el PCR tiempo real ser
organizaron en una hoja de caélculo de Excel 2010 (Microsoft Office
Professional Plus 2010) obteniendo lo valores logaritmicos de la
concentracion de las 20 diluciones seriadas del control positivo y los
valores promedios de los ciclos de cuantificacion (Cq). Estos datos
permitieron la construccion de una curva de regresion lineal y la
formulacién de una ecuacion para obtener las concentraciones de cada

gen (Figura 3) (Anexo 11).
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Figura 1.Curvas de fluorescencia obtenidas de la puesta a punto del cebador cagA para
detectar el gen asociado a la citotoxina de Helicobacter pylori en el termociclador PCR
LightCycler® 96 Instrument (ROCHE®).
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Figura 2. Curvas melting obtenidas de la puesta a punto del cebador cagA para detectar
el gen asociado a la citotoxina de Helicobacter pylori en el termociclador PCR
LightCycler® 96 Instrument (ROCHE®).
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Figura 3. Curva de regresion lineal obtenida para la formulaciéon de una ecuacion para el
calculo de la concentracion del gen hspA, correspondiente a la proteina de shock térmico

de Helicobacter pylori.

6.3. Bases de datos.

Se han estudiado 144 pacientes de los cuales el 49% son mujeres. De los

pacientes estudiados 89.6% fueron Helicobacter pylori positivos (Tabla 3).

Recuento | %
Helicobacter pylori (agrupado) Negativo | 19 10.4%
Positivo |125 89.6%

Tabla 3. Estadistica descriptiva de los casos Helicobacter pylori positivos encontrados en

nuestro estudio.

6.3.1. Encuestas.

De los pacientes estudiados, el 51% fueron varones y 49% fueron
mujeres (Tabla 4). La edad media de la muestra total es de 64 afos
(rango de 28-88) mientras la edad media de los casos positivos fue de 63
afos. La edad media de los varones fue de 64. La edad media de las
mujeres fue de 61. Los pacientes varones urea y hspA positivos
presentaron una edad media de 61 y 62. Los pacientes mujeres urea y
hspA positivos presentaron una edad media de 61 y 62. A la vez, la edad
media de los pacientes con urea y hspA negativos fue de 66 en ambos
(Tabla 5 y Figura 4).



Sexo

: . Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje % valido 0/!; acumuladé %
Femenino 70 49.0 49.0 49.0
Valido | Masculino 73 51.0 51.0 100.0
Total 143 100.0 100.0

Tabla 4. Estadistica descriptiva de los casos estudiados segun sexo.

Edad
N Valido 142
Perdidos 1
Media 63.56
Desviacién estandar 13.591
Minimo 27
Maximo 89

Tabla 5. Promedio, desviacion estandar y limites de edad de los casos estudiados segun

la deteccién de los genes constitutivos de Helicobacter pylori.
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Figura 4. Histograma de la estadisticas de la expresion de los genes constitutivos de
Helicobacter pylori por grupo de edades de los pacientes con adenocarcinoma gastrico
en el INEN.

El 76.9% de los pacientes estudiados afirmaron poseer el tipo de

abastecimiento de agua potable en casa. El 3.5%; 11.9%; y 2.1%




afirmaron poseer los abastecimientos de agua por cisterna, pozos y otros

respectivamente. El 64% de los pacientes ureA positivo y el 80,9% de los

pacientes hspA positivo poseian de abastecimiento agua potable (Tabla

6).
Tipo de abastecimiento de agua
Frecuencia | Porcentaje % Po,rc_entaje POTEEiE2
valido % acumulado %
Potable 110 76.9 79.1 79.1
Cisterna 5 35 3.6 82.7
. Pozo 17 11.9 12.2 95.0
Valido Otros 3 2.1 2.2 97.1
Rio 4 2.8 2.9 100.0
Total 139 97.2 100.0
Perdidos | Sistema 4 2.8
Total 143 100.0

Tabla 6. Estadistica del tipo de abastecimiento de agua al que tienen acceso los

pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el INEN.

El tipo de agua mas consumida por los pacientes estudiados fue en su

mayoria de agua hervida (74.8%). El segundo tipo de agua mas

consumida es de agua domestica con filtro (9.1%). El agua embotellada,

la domestica sin filtro y cruda representaron el 3.5%; 6.3%; y 3.5%

respectivamente. De lo pacientes consumidores de agua hervida 63,6%

fueron positivo a la deteccion del gen ureA 'y 80,5% al gen hspA (Tabla 7).

Agua de consumo

Frecuencia | Porcentaje % Po/rc;entaje POTEETE]
valido % acumulado %
Embotellada 5 3.5 3.6 3.6
Hervida 107 74.8 77.0 80.6
pomesiica con 13 9.1 9.4 89.9
- iltro
velele Doméstica sin

filtro 9 6.3 6.5 96.4
Cruda 5 3.5 3.6 100.0

Total 139 97.2 100.0

Perdidos Sistema 4 2.8
Total 143 100.0

Tabla 7. Estadistica del tipo de consumo de agua de los pacientes diagnosticados con

adenocarcinoma géstrico en el INEN.




Mientras que el 51% de los pacientes afirman no haber presentado algin
antecedente clinico, 49% de los pacientes estudiados dicen haber
presentado antecedentes clinicos, la gastritis fue el principal antecedente
que los pacientes (29.4%). De estos, el 66,7% y 84,6% dieron positivos en
la deteccion de los genes ureA y hspA. Otros antecedentes como ulceras,
problemas gastricos permanentes (PGP) y demas representaron el 1.4%;

7%; y el 1.4% respectivamente (Tabla 8).

Antecedentes
. Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
RLEEtEut D % valido % acumulado%
Ninguno 73 51.0 56.6 56.6
Gastritis 42 29.4 32.6 89.1
. Ulceras 2 1.4 1.6 90.7
velide PGP 10 7.0 7.8 98.4
Otros 2 1.4 1.6 100.0
Total 129 90.2 100.0
Perdidos Sistema 14 9.8
Total 143 100.0

Tabla 8. Estadistica de los antecedentes gastricos pacientes diagnosticados con

adenocarcinoma gastrico en el INEN.

6.3.2. Variables Clinicas.

Se evaluaron siete variables clinicas tomadas de las historias de los
pacientes con muestras consideradas en el estudio por qPCR. Estas
variables fueron: grado histologico, localizacion del tumor, estadio clinico,
tipo de cirugia, Bormann, subtipo histolégico y antecedentes gastricos
(Tabla 9).

El 47.7% de los casos positivos a Helicobacter pylori se presentaron en
tumores con grado histolégico G3. Los grados histolégicos G1 y G2
representaron el 18.5% y 28.5% de la poblacién positiva a la bacteria. En

el 5.4% de los casos el grado histolégico fue indiferenciado (Tabla 9).

En la mayoria de los casos el tumor se ubicdé en el antro estomacal
(71.3%). Mientras el 23.2% de los tumores estudiados se ubicaron en el

cuerpo gastrico y el 1.8% en el fondo estomacal (Tabla 9).




Las estadisticas respecto al estadio clinico revelaron que el 49.4% de los
casos ya se encontraban en estadio IV. Por otro lado en el estadio 0 solo

se encontro un 0.6% de los casos (Tabla 9).

En el 61% de los casos Helicobacter pylori positivos el tipo de cirugia
realizada para extirpar el tumor fue la gastrectomia subtotal distal. El
28.7% se realiz6 una gastrectomia total, en el 5.5% gastrectomia total

radical y en el 4.9% gastrectomia subtotal (Tabla 9).

El tipo de clasificacion Bormann mas recurrente en los casos positivos
para la bacteria estudiada fue el tipo Ill con 57.2%, mientras el menos
recurrente fue Bormann V con 1.3% de la poblacion de estudio. Bormann
I, I, y IV representaron el 7.5%, 14.5% y 19.5% respectivamente (Tabla
9).

Los casos positivos estudiados presentaron un subtipo histolégico
Intestinal dominante (41%), seguido de los subtipos difuso (19%) y mixto
(15.2%). Otros subtipos representaron el 23.8% e indiferenciados el 1%
(Tabla 9).

El 50.3% de los pacientes Helicobacter pylori positivos no presentaron
algun antecedente gastrico. Por otro lado el 31.4% de los casos
evidenciaron antecedentes de gastritis. En menores proporciones se
observaron antecedentes de Ulceras (8.5%) y PGP (8.5%). Otros
antecedentes representaron el 1.3% de la poblacién (Tabla 9).



Helicobacter pylori (agrupado)

Total Negativo Positivo
Recuento % Recuento % Recuento % vaIIDue
Gl 27 18.6% 3 20.0% 24 18.5%0.418
Grado G2 44 30.3% 7 46.7% 37 28.5%
histolégico G3 66 45.5% 4 26.7% 62 47.7%
Indiferenciado 8 5.5% 1 6.7% 7 5.4%
Antro 127 [69.4% 10 52.6%| 117 |71.3%]0.103
Cuerpo
Lugar exacto géstri% o 44 24.0% 6 31.6% 38 23.2%
Fondo 5 2.7% 2 10.5% 3 1.8%
Otros 7 3.8% 1 5.3% 6 3.7%
0 1 6% 0 .0% 1 6% |0.311
[ 28 15.9% 5 27.8% 23 14.6%
Estadio clinico I 23 13.1% 0 .0% 23 14.6%
M 36 20.5% 3 16.7% 33 20.9%
IV 88 50.0% 10 55.6% 78 49.4%
Gassfjr;ggr”a 8 4.4% 0 0% 8 4.9% | 0.632
oo cragte S(i%stggtggt'; 111 |607%| 11  |57.9%| 100 |61.0%
GaSttrgglom'a 53 |200%| 6  |316%| 47 |28.7%
(fc"’)‘f;ﬁgtdolg"a'la 11 | 6.0% 2 |105%| 9 5.5%
[ 15 8.5% 3 17.6% 12 7.5% |0.427
Il 25 14.2% 2 11.8% 23 14.5%
Bormann 1T 102 [58.0% 11 64.7% 91 57.2%
W 32 18.2% 1 5.9% 31 19.5%
Y; 2 1.1% 0 0% 2 1.3%
Intestinal 52 44.1% 9 69.2% 43 41.0%] 0.165
Subtipo Difuso 20 16.9% 0 .0% 20 19.0%
histolégico Otro 26 22.0% 1 7.7% 25 23.8%
Mixto 19 16.1% 3 23.1% 16 15.2%
Indiferenciado 1 .8% 0 .0% 1 1.0%
Ninguno 84 49.7% 7 43.8% 77 50.3% | 0.663
Gastritis 52 30.8% 4 25.0% 48 31.4%
A”ézcsfﬂsgfs Ulcera 16 | 9.5% 3 [188%| 13 | 8.5%
PGP 15 8.9% 2 12.5% 13 8.5%
Otros 2 1.2% 0 .0% 2 1.3%

Tabla 9. Recuento estadistico de la variables recogidas de las historias clinicas de los

pacientes sometidos a pruebas para la deteccion de Helicobacter pylori.

2.8% de los pacientes con adenocarcinoma gastrico desarrollaron

metastasis, mientras el 5.6% no la desarrollo. El 91.6% no tuvo un registro




de desarrollo de metéstasis en las historias clinicas consultadas o en el

sistema (Tabla 10).

Metastasis

Frecuencia | Porcentaje % Porc_entaje JENERIE R
valido % acumulado %
Negativo 8 5.6 66.7 66.7
Valido Positivo 4 2.8 33.3 100.0
Total 12 8.4 100.0
. Entre NSR

Perdidos y vacios 131 91.6
Total 143 100.0

Tabla 10. Recuento estadistico del registro de los pacientes con adenocarcinoma

gastrico que desarrollaron metéastasis en el INEN.

Los antecedentes clinicos de los pacientes con adenocarcinoma gastrico
del INEN registraron que el 18.9% dieron positivo a la presencia de la
bacteria Helicobacter pylori en pruebas anteriores a este estudio. 10% de
la poblacion de estudio presento antecedentes negativos a la bacteria.
Por otro lado el 70.6% de los pacientes no registro resultados de pruebas

para esta bacteria (Tabla 11).

Helicobacter pylori

Frecuencia | Porcentaje % Po[c_entaje FOEETIE]E
valido % acumulado %
Negativo 15 10.5 35.7 35.7
Valido Positivo 27 18.9 64.3 100.0
Total 42 294 100.0
Perdidos | Sistema 101 70.6
Total 143 100.0

Tabla 11. Recuento estadistico del registro de los pacientes con adenocarcinoma
géstrico de INEN que tienen antecedentes de positividad a Helicobacter pylori.

6.4. Deteccion de los genes.

Se estudiaron 144 casos de pacientes diagnosticados como portadores
de Adenocarcinomas gastrico a los cuales se realiz0 gastrectomias. Se
analizaron muestras de tejido tumoral, tejido sano proximal al tumor y

tejido sano distal tumor.




6.4.1. Factores de colonizacion.

Se analizaron las muestras correspondientes a 144 pacientes en
busqueda de la expresion de genes de factores de colonizacion para la
especie Helicobacter pylori en muestras de adenocarcinoma gastrico. Se
detectd que el 65.3% de la poblacion estudiada resultd positivo al factor
de ureasa (ureA) y la edad media de este grupo fue de 61 afos. El 45.7%
fue de los pacientes positivos a este cebador fueron mujeres y 54.3%
varones. Por otro lado el 83.3% result6 positivo al factor de la proteina de
shock térmico (hspA) y la edad promedio de este grupo fue de 62 afos. El
47.5% fue de los pacientes positivos a este cebador fueron mujeres y
52.5% varones. Ademas, en el 84.7% de los casos estudiados se
detectaron al menos uno de los factores de colonizacién estudiados
(Tabla 12).

Factor de colonizacion (%)
ureA hspA Urea o hspA positivo
No de pacientes 94 (65.3) 120 (83.3) 122 (84.7)*
Edad (afios)
Promedio / Mediana
Rango [28-89] 61.4/63.5 61.9/64 62.3/64
Sexo
Mujeres 43 (45.7) 57 (47.5) 59 (48.4)
Hombres 51 (54.3) 63 (52.5) 63 (51.6)

Tabla 12. Deteccion de los casos positivos a los factores de colonizacion de Helicobacter

pylori.

Del total de muestras de tejido tumoral, hubo 54 (37.5%) muestras de
tejido positivos al gen ureA, el valor de concentraciéon promedio del gen
fue de 19.605 pg (rango, 0.270 a 338.660 pg). Del total de muestras de
tejido sano préoximo al tumor, hubo 74 (51.4%) muestras de tejido
positivos al gen ureA, el valor de concentracion promedio del gen fue de
97.719 pg (rango, 0.316 a 2123.341 pg). Del total de muestras de tejido
sano distal al tumor, hubo 79 (54.9%) muestras de tejido positivos al gen
ureA, el valor de concentracion promedio del gen fue de 99.607 pg (rango,
0.146 a 1032.561pQ) (Tabla 13).




Muestra (%)
Sano proximo al Sano distal al
Tumoral
Urea n=144 tumor tumor
n=144 n=144
Positivos (%) 54 (37.5) 74 (51.4) 79 (54.9)
Concentraciones
Promedio 19.605 97.719 99.607
Mediana 4,893 11.560 23.293
Minimo 0.270 0.316 0.146
Maximo 338.660 2123.341 1032.561

Tabla 13. Analisis de las concentraciones del gen constitutivo ureA por tipo de muestra.

El gen codificante de la proteina de shock térmico (hspA) se expres6 en el

64.6% (93) de los casos estudiados.

El valor de concentracion promedio del gen fue de 265.773 pg (rango,
0.005 a 10781.313 pg). Del total de muestras de tejido sano préximo al
tumor, hubo 94 (65.3%) muestras de tejido positivos al gen hspA, el valor
de concentracion promedio del gen fue de 455.222 pg (rango, 0.004 a
23475.451 pg). Del total de muestras de tejido sano distal al tumor, hubo
104 (72.2%) muestras de tejido positivos al gen hspA, el valor de
concentraciéon promedio del gen fue de 412.962 pg (rango, 0.004 a
10325.929 pg) (Tabla 14).

Muestra (%)
hspA Tumoral Sanotﬂrrgglrmo él Sano distal al tumor
n=144 A n=144
Positivos 93 (64.6) 94 (65.3) 104 (72.2)
Concentraciones
Promedio 265.773 455.222 412.962
Mediana 0.480 2.885 3.375
Minimo 0.005 0.004 0.004
Maximo 10781.313 23475.451 10325.929

Tabla 14. Andlisis de las concentraciones del gen constitutivo hspA por tipo de muestra.

El analisis de las concentraciones de los genes de colonizacion ureA y
hspA en el total de pacientes con al menos una muestra de tejido positivo

a cada uno de los genes mostré que hubo 94 (65.3%) casos positivos al




gen ureA, en 12 (12.8%) casos solo la muestra de tejido distal fue positiva
al gen ureA, en 6 (6.4%) casos solo la muestra de tejido proximal, en 22
(23.4%) casos solo las muestras de tejido proximal y distal, en 5 (5.3%)
casos solo la muestra de tejido tumoral, en 3 (3.2%) casos solo las
muestras de tejido tumoral y distal, en 4 (4.3%) casos solo las muestras
de tejido tumoral y proximal y en 42 (44.7%) casos las tres muestras de
tejido fueron positivas al gen UreA. Hubo 120 (83.3%) casos positivos al
gen colonizacion hspA, en 10 (8.3%) casos solo la muestra de tejido distal
fue positiva al gen hspA, en 2 (1.7%) casos solo la muestra de tejido
proximal, en 15 (12.5%) casos solo las muestras de tejido proximal y
distal, en 6 (5.0%) casos solo la muestra de tejido tumoral, en 10 (8.3%)
casos solo las muestras de tejido tumoral y distal, en 8 (6.7%) casos solo
las muestras de tejido tumoral y proximal y en 69 (57.5%) casos las tres

muestras de tejido fueron positivas al gen hspA (Tabla 15).

Gen constitutivo (%)
Urea hspA ureA 6 hspA positivo
Positivos 94 (65.3) 120 (83.3) 122 (84.7)*
Negativos 50 (34.7) 24 (16.7) 22 (15.3)
Muestra
Distal 12 (12.8) 10 (8.3) -
Proximal 6 (6.4) 2.7 -
Proximal + distal 22 (23.4) 15 (12.5) -
Tumor 5(5.3) 6 (5.0) -
Tumor + distal 3(3.2) 10 (8.3) -
Tumor T
proximal 4 (4.3) 8 (6.7) -
Tumor +
proximal + distal 42 (44.7) 69 (57.5) i
Concentraciones
Promedio 78.062 379.573 -
Mediana 11.869 1.848 -
Minimo 0.146 0.004 -
Maximo 2123.341 23475.451 -

* En 30 casos no hubo acuerdo de positividad.

Tabla 15. Pacientes con al menos una muestra (tumoral, sano préximo al tumor o sano

distal al tumor) positiva (n=144).

Al analizar la presencia de genes de factores de colonizacién en tejido

tumoral; en 46 (31.9%) casos no hubo presencia de ninguno de los genes,




en 44 (30.6%) casos solo hubo presencia de hspA, en 5 (3.5%) casos
solo hubo presencia de Urea y en 49 (34.0%) casos hubo presencia de

ambos genes. (Tabla 16)

hspA (%)
Urea (%) Negativo Positivo Total (%)
Negativo 46 (31.9) 44 (30.6) 90 (62.5)
Positivo 5 (3.5) 49 (34.0) 54 (37.5)
Total 51 (35.4) 93 (64.6) 144 (100.0)

Tabla 16. Genes constitutivos en muestra de tejido tumoral.

Al analizar la presencia de genes de factores de colonizacién en tejido
sano proximo al tumor; en 40 (27.8%) casos no hubo presencia de
ninguno de los genes, en 30 (20.8%) casos solo hubo presencia de hspA,
en 10 (6.9%) casos solo hubo presencia de Urea y en 64 (44.4%) casos

hubo presencia de ambos genes. (Tabla 17)

hspA (%)
Urea (%) Negativo Positivo Total (%)
Negativo 40 (27.8) 30 (20.8) 70 (48.6)
Positivo 10 (6.9) 64 (44.4) 74 (51.4)
Total 50 (34.7) 94 (65.3) 144 (100.0)

Tabla 17. Genes constitutivos en muestra de tejido sano préximo al tumor.

Al analizar la presencia de genes de factores de colonizacion en tejido
sano distal al tumor; en 34 (23.6%) casos no hubo presencia de ninguno
de los genes, en 31 (21.5%) casos solo hubo presencia de hspA, en 6
(4.2%) casos solo hubo presencia de Urea y en 73 (50.7%) casos hubo

presencia de ambos genes. (Tabla 18)

hspA (%)
Urea (%) Negativo Positivo Total (%)
Negativo 34 (23.6) 31 (21.5) 65 (45.1)
Positivo 6 (4.2) 73 (50.7) 79 (54.9)
Total 40 (27.8) 104 (72.2) 144 (100.0)

Tabla 18. Genes constitutivos en muestra de tejido sano distal al tumor.




En muestras de tejido tumoral de pacientes positivos a factores de
colonizacién, el valor de concentracion promedio del gen ureA fue de
19.324 pg (rango, 0.270 a 338.660 pg) y el valor de concentracion
promedio del gen hspA fue de 77.276 pg (rango, 0.009 a 1032.672 pgQ).
En muestras de tejido sano proximo al tumor, el valor de concentracion
promedio del gen constitutivo ureA fue de 102.714 pg (rango, 0.316 a
2123.341 pg) y el valor de concentracion promedio del gen constitutivo
hspA fue de 140.753 pg (rango, 0.035 a 2067.394 pg). En muestras de
tejido sano distal al tumor, el valor de concentracién promedio del gen
constitutivo ureA fue de 106.076 pg (rango, 0.146 a 1032.561 pg) y el
valor de concentraciéon promedio del gen constitutivo hspA fue de 303.903
pg (rango, 0.009 a 3728.305 pg) (Tabla 19).

Muestra
_ Sano proximo al Sano distal al
VEIED, = tumor, n=64 tumor, n=73
Concentraciones de
Urea
Promedio 19.324 102.714 106.076
Mediana 4.399 12.838 24.407
Minimo 0.270 0.316 0.146
Maximo 338.660 2123.341 1032.561
Concentraciones de hspA
Promedio 77.276 140.753 303.903
Mediana 1.308 7.115 8.289
Minimo 0.009 0.035 0.009
Maximo 1032.672 2067.394 3728.305

Tabla 19. Andlisis de las concentraciones de los genes constitutivos en pacientes

positivos para ambos genes por tipo de muestra.

La mitad central de las concentraciones de ureA de la muestra de tejido
tumoral se encuentran entre 0.849 pg (F.) y 17.403 pg (Fu), y se han
identificado 6 valores discordantes (todos mayores al valor de corte
superior, Fy+1.5dF); la mitad central de las concentraciones de ureA de la
muestra de tejido sano proximo al tumor se encuentran entre 2.745 pg
(FL) y 39.910 pg (Fu), y se han identificado 13 valores discordantes (todos
mayores al valor de corte superior, Fy+1.5dF); y que la mitad central de

las concentraciones de ureA de la muestra de tejido sano distal al tumor




se encuentran entre 2.801 pg (FL) y 83.920 pg (Fu), y se han identificado
10 valores discordantes (todos mayores al valor de corte superior,
Fu+1.5dF). (Tabla 20)

ureA, medidas resumen
Muestra F.-1.5dF F = Fy+1.5dF | No dedatos
extremos
Tumoral -23.980 0.849 17.403 42.233 6*
Sano
préximo al -53.003 2.745 39.910 95.658 13t
tumor
e ClEa) -118.876 2.801 83.920 205.597 10"
al tumor ) ) ) )

* Casos: EAC1797, POA1751, BZS1829, FGT1937, FCD1735, FBC1820

1 Casos: PCC1763, MFR-2064, MCA-2056, EZR1813, AAR-2101, MBR1816, PMB1911,
JVV1772, FCD1735, FGT1937, MVS1706, RNV1745, JJC1948

+ Casos: MBR1816, IPR-1981, MCA-2056, LRJ1916, JJC1948, FGT1937, AED1811,
AMD-1975, EZR1813, FCD1735

FL-1.5dF y FL+1.5dF, valores de corte para datos discordantes.

Tabla 20. Evaluacion de concentraciones extremas del gen de colonizacion ureA por

tipo de muestra.

La mitad central de las concentraciones de hspA de la muestra de tejido
tumoral se encuentran entre 0.030 pg (F.) y 6.583 pg (Fu), y se han
identificado 16 valores discordantes (todos mayores al valor de corte
superior, Fy+1.5dF); la mitad central de las concentraciones de hspA de la
muestra de tejido sano proximo al tumor se encuentran entre 0.125 pg
(FL) y 66.487 pg (Fu), y se han identificado 12 valores discordantes (todos
mayores al valor de corte superior, Fy+1.5dF); y que la mitad central de
las concentraciones de hspA de la muestra de tejido sano distal al tumor
se encuentran entre 0.180 pg (FL) y 37.244 pg (Fu), y se han identificado
18 valores discordantes (todos mayores al valor de corte superior,
Fu+1.5dF) (Tabla 21).




hspA, medidas resumen
Muestra F.-1.5dF F. Fu =l e | O € CELES
extremos
Tumoral -9.799 0.030 6.583 16.412 16*
Sano
préximo al -99.418 0.125 66.487 166.030 121
tumor
Sano distal +
A -55.417 0.180 37.244 92.841 18

* Casos: FTP-2113, PVM-2109, RBM-2002, GLS-1960, EAC1797, FBC1820, WCR-2117,
POA1751, TMH-2139, SMC-2052, AAR-2101, VMC-2136, GBC-1995, JSD-2011, CGB-
2001, CFM-2013

1 Casos: JJC1948, SMC-2052, TMH-2139, RBM-2002, AMQ-2090, VMC-2136, MCA-
2056, GBC-1995, JSD-2011, AAR-2101, CGB-2001, CFM-2013

+ Casos: SMC-2052, OCT1752, FCD1735, MIC-2084, WCR-2117, GUM-2077, GLS-
1960, JSD-2011, GBC-1995, AAR-2101, RBM-2002, MCA-2056, IPR-1981, MFR-2064,
VMC-2136, AMD-1975, CFM-2013, CGB-2001

FL-1.5dF y FL+1.5dF, valores de corte para datos discordantes.

Tabla 21. Evaluacién de concentraciones extremas del gen de colonizacién hspA por

tipo de muestra.

6.4.2. Factores de virulencia.

Se analizaron las muestras correspondientes a 144 pacientes en
busqueda de la expresion de genes de factores de virulencia para la
especie Helicobacter pylori en muestras de adenocarcinoma gastrico. Los
genes de factores de virulencia relacionados a la citotoxina vacuolizante
(vacA) y asociado a la citotoxina (cagA) se expresaron en todos los tipos
demuestra con diferentes prevalencias. Se detectd que el 79.9% de los
casos estudiados resulto positivo al gen cagA, y la edad promedio de este
grupo fue de 62 afos. El 48.7% de estos casos correspondieron a
pacientes mujeres y el 51.3% a pacientes varones. El gen se la citotoxina
vacualizante se detecté en el 77.8% (vacAm) y 79.9% (vacAs) de la
poblacion estudiada. Del grupo positivo al cebador vacAm el 46.4% fueron
pacientes mujeres y el 53.6% hombres. De grupo de pacientes positivos

al cebador vacAs el 48.7% fueron mujeres y el 51.3% hombres (Tabla 22).




Factores de virulencia (%)
vacAm CagA vacAs
No de pacientes 112 (77.8) 115 (79.9) 115 (79.9)
Edad, afios
Promedio / Mediana
Rango [28-89] 62.4/ 64 62.1/64 62.1/64
Sexo

Mujeres 52 (46.4) 56 (48.7) 56 (48.7)
Hombres 60 (53.6) 59 (51.3) 59 (51.3)

Tabla 22. Deteccion de los casos positivos a los factores de virulencia de Helicobacter

pylori.

El andlisis de las concentraciones del gen de factor de virulencia vacAm
en pacientes positivos a ambos factores de colonizacién en cada una de
las muestras de tejido mostro que del total de muestras de tejido tumoral,
hubo 45 (91.8%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia vacAm,
el valor de concentracion promedio del gen fue de 45.636 pg (rango,
0.0001 a 705.775 pg). Del total de muestras de tejido sano proximo al
tumor, hubo 57 (89.1%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia
vacAm, el valor de concentracion promedio del gen fue de 158.092 pg
(rango, 0.00005 a 2067.394 pg). Del total de muestras de tejido sano
distal al tumor, hubo 66 (90.4%) muestras de tejido positivos al gen de
virulencia vacAm, el valor de concentracion promedio del gen fue de
376.725 pg (rango, 0.000055 a 3728.305 pg) (Tabla 23).

Muestra (%)
Tumoral Sano proximo al tumor Sano distal al tumor

A n=49 n=64 n=73

Positivos (%) 45 (91.8) 57 (89.1) 66 (90.4)
Concentraciones

Promedio 45.636 158.092 376.725

Mediana 0.645 7.395 5.407
Minimo 0.0001 0.00005 0.000055
Maximo 705.775 2067.394 3728.305

Tabla 23. Andlisis de las concentraciones del gen de virulencia vacAm en pacientes

positivos para ambos genes constitutivos por tipo de muestra.




Se observa que la mitad central de las concentraciones de vacAm de la
muestra de tejido tumoral se encuentran entre 0.004 pg (F.) y 3.418 pg
(Fu), y se han identificado 21 valores discordantes (todos mayores al valor
de corte superior, Fy+1.5dF); la mitad central de las concentraciones de
vacAm de la muestra de tejido sano proximo al tumor se encuentran entre
0.008 pg (FL) y 19.964 pg (Fu), y se han identificado 22 valores
discordantes (todos mayores al valor de corte superior, Fy+1.5dF); y que
la mitad central de las concentraciones de vacAm de la muestra de tejido
sano distal al tumor se encuentran entre 0.023 pg (F.) y 21.031 pg (Fu), y
se han identificado 15 valores discordantes (todos mayores al valor de
corte superior, Fy+1.5dF) (Tabla 24).

vacAm, medidas resumen
No de datos
Muestra F.-1.5dF Fo Fu Fu+1.5dF extremos
Tumoral -5.116 0.004 3.418 8.539 21*
Sano
préximo al -29.927 0.008 19.964 49.898 221
tumor
Sano distal +
al tumor -31.490 0.023 21.031 52.544 15

* Casos: PHC-2067, AMQ-2090, AMD-1975, AVC-2010, MCA-2056, MBR1816, FTP-
2113, CFM-2013, EAC1797, PVM-2109, RBM-2002, GLS-1960, FBC1820, WCR-2117,
GBC-1995, JGR1878, TMH-2139, SMC-2052, AAR-2101, JSD-2011, VMC-2136

1 Casos: FTP-2113, MVS1706, IPR-1981, JRC-2168, GLS-1960, AJV1766, WCR-2117,
JVV1772, PCC1763, AVC-2010, SHR-2071, GUM-2077, JJC1948, SMC-2052, TMH-
2139, RBM-2002, AMQ-2090, VMC-2136, MCA-2056, JSD-2011, GBC-1995, AAR-2101
+ Casos: LGD-1970, SMC-2052, MIC-2084, WCR-2117, GUM-2077, GLS-1960, AAR-
2101, RBM-2002, MCA-2056, IPR-1981, JSD-2011, MFR-2064, VMC-2136, GBC-1995,
AMD-1975

FL-1.5dF y FL+1.5dF, valores de corte para datos discordantes.

Tabla 24. Evaluacion de concentraciones extremas del gen de virulencia vacAm por tipo

de muestra.

El analisis de las concentraciones del gen de factor de virulencia vacAs en
pacientes positivos a ambos factores de colonizacion en cada una de las

muestras de tejido mostré que del total de muestras de tejido tumoral,




hubo 46 (93.9%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia vacAs,
el valor de concentracién promedio del gen fue de 4.559 pg (rango, 0.025
a 44.845 pg). Del total de muestras de tejido sano préximo al tumor, hubo
61 (95.3%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia vacAs, el
valor de concentracion promedio del gen fue de 16.129 pg (rango, 0.010 a
276.053 pg). Del total de muestras de tejido sano distal al tumor, hubo 70
(95.9%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia vacAs, el valor
de concentracion promedio del gen fue de 18.539 pg (rango, 0.016 a
158.197 pg) (Tabla 25).

Muestra (%)
Tumoral S PO &) Sano distal al tumor
vacAs n=49 tumor n=73
n=64
Positivos 46 (93.9) 61 (95.3) 70 (95.9)
Concentraciones

Promedio 4.559 16.129 18.539
Mediana 0.775 2.018 4,361

Minimo 0.025 0.010 0.016
Maximo 44.845 276.053 158.197

Tabla 25. Andlisis de las concentraciones del gen de virulencia vacAs en pacientes

positivos para ambos genes constitutivos por tipo de muestra.

Se observa que la mitad central de las concentraciones de vacAs de la
muestra de tejido tumoral se encuentran entre 0.034 pg (F.) y 26.500 pg
(Fu), y no se han identificado valores discordantes (todos los datos dentro
de los valores de corte inferior y superior, Fy-1.5dF y Fy+1.5dF); la mitad
central de las concentraciones de vacAs de la muestra de tejido sano
préximo al tumor se encuentran entre 0.061 pg (F.) y 5.198 pg (Fu), y se
han identificado 14 valores discordantes (todos mayores al valor de corte
superior, Fy+1.5dF); y que la mitad central de las concentraciones de
vacAs de la muestra de tejido sano distal al tumor se encuentran entre
0.061 pg (F) y 12.957 pg (Fu), y se han identificado 14 valores
discordantes (todos mayores al valor de corte superior, Fy+1.5dF) (Tabla
26).



vacAs, medidas resumen
Muestra F.-1.5dF F Fy Eilsgs | M8 B OEES
extremos

Tumoral -39.665 0.034 26.500 66.199 0
Sano proximo T

al tumor -7.645 0.061 5.198 12.904 14
Sano distal al +
TG -19.283 0.061 12.957 32.300 14

T AZR1846, AAR-2101, BZS1829, LRJ1916, EZR1813, FGT1937, OCT1752, RNV1745,
FCD1735, MBR1816, PMB1911, PCC1763, JVV1772, JJC1948

+ GLS-1960, MFR-2064, PCC1763, LRJ1916, AED1811, BZS1829, MBR1816,
APC1750, MVS1706, IPR-1981, AMD-1975, PMB1911, EZR1813, OCT1752 FL-1.5dF

y FL+1.5dF, valores de corte para datos discordantes.

Tabla 26. Evaluacién de concentraciones extremas del gen de virulencia vacAs por tipo
de muestra.

El andlisis de las concentraciones del gen de factor de virulencia cagA en
pacientes positivos a ambos factores de colonizacion en cada una de las
muestras de tejido mostré que del total de muestras de tejido tumoral,
hubo 47 (95.9%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia cagA, el
valor de concentracion promedio del gen fue de 3.360 pg (rango, 0.002 a
40.648 pg). Del total de muestras de tejido sano proximo al tumor, hubo
62 (96.9%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia cagA, el valor
de concentracion promedio del gen fue de 10.811 pg (rango, 0.019 a
131.274 pg). Del total de muestras de tejido sano distal al tumor, hubo 70
(95.9%) muestras de tejido positivos al gen de virulencia cagA, el valor de
concentracién promedio del gen fue de 18.283 pg (rango, 0.008 a 222.106
pg). (Tabla 27).

Muestra (%)

cagA Tumoral Sano proximo al tumor | Sano distal al tumor

n=49 n=64 n=73
Positivos 47 (95.9) 62 (96.9) 70 (95.9)
Concentraciones
Promedio 3.360 10.811 18.283
Mediana 0.649 2.144 4.899
Minimo 0.002 0.019 0.008
Maximo 40.648 131.274 222.106

Tabla 27. Analisis de las concentraciones del gen de virulencia cagA en pacientes

positivos para ambos genes constitutivos por tipo de muestra.



Se observa que la mitad central de las concentraciones de cagA de la
muestra de tejido tumoral se encuentran entre 0.014 pg (F.) y 0.555 pg
(Fu), y se han identificado 19 valores discordantes (todos mayores al valor
de corte superior, Fy+1.5dF); la mitad central de las concentraciones de
cagA de la muestra de tejido sano proximo al tumor se encuentran entre
0.016 pg (F.) y 2.883 pg (Fu), y se han identificado 19 valores
discordantes (todos mayores al valor de corte superior, Fy+1.5dF); y que
la mitad central de las concentraciones de cagA de la muestra de tejido
sano distal al tumor se encuentran entre 0.016 pg (F.) y 10.610 pg (Fu), y
se han identificado 12 valores discordantes (todos mayores al valor de
corte superior, Fy+1.5dF). (Tabla 28).

cagA, medidas resumen
No de datos

Muestra F.-1.5dF F Fu Fu+1.5dF extremos
Tumoral -0.796 0.014 0.555 1.366 19*
Sano

préoximo al -4.284 0.016 2.883 7.183 197
tumor

Sano distal +

al tumor -15.874 0.016 10.610 26.500 12

* Casos: OCT1752, DSV1812, PGL1868, ETS1716, PMB1911, JSD2011, AZR1846,
JGC1956, BZS1829, RNV1745, SMC-2052, FGT1937, AAR-2101, FCD1735, EAC1797,
MDF-1962, MBR1816, FBC1820, POA1751

1t Casos: AZR1846, EZR1813, GBC1985, JSD2011, MDF-1962, LRJ1916, BZS1829,
MCA-2056, VDR1947, MFR-2064, PCC1763, MBR1816, OCT1752, PMB1911, AAR-
2101, RNV1745, JvV1772, FCD1735, JJC1948

+ Casos: JSD2011, AED1811, MCA-2056, PMB1911, GBC1985, IPR-1981, MFR-2064,
AMD-1975, EZR1813, MVS1706, OCT1752, FCD1735

FL-1.5dF y FL+1.5dF, valores de corte para datos discordantes.

Tabla 28. Evaluacion de concentraciones extremas del gen de virulencia cagA por tipo

de muestra.

De las concentraciones de los genes de virulencia vacAm, cagA y vacAs
en el total de pacientes con al menos una muestra de tejido positivo a
cada uno de los genes hubieron 112 (77.8%) casos positivos al gen de

virulencia vacAm, en 4 (3.6%) casos solo la muestra de tejido distal fue




positiva al gen vacAm, en 2 (1.8%) casos solo la muestra de tejido
proximal, en 8 (7.1%) casos solo las muestras de tejido proximal y distal,
en 1 (0.9%) caso solo la muestra de tejido tumoral, en 5 (4.5%) casos solo
las muestras de tejido tumoral y distal, en 3 (2.7%) casos solo las
muestras de tejido tumoral y proximal y en 89 (79.5%) casos las tres
muestras de tejido fueron positivas al gen de virulencia vacAm. Hubo 115
(79.9%) casos positivos al gen de virulencia cagA, en 9 (7.8%) casos solo
las muestras de tejido proximal y distal fueron positivas al gen cagA, en 1
(0.9%) caso solo las muestras de tejido tumoral y distal, en 2 (1.7%) casos
solo las muestras de tejido tumoral y proximal y en 103 (89.6%) casos las
tres muestras de tejido fueron positivas al gen de virulencia cagA. Hubo
115 (79.9%) casos positivos al gen de virulencia vacAs, en 1 (0.9%) caso
solo la muestra de tejido distal fue positiva al gen vacAs, en 10 (8.7%)
casos solo las muestras de tejido proximal y distal, en 4 (3.5%) casos solo
las muestras de tejido tumoral y distal, en 11 (9.6%) casos solo las
muestras de tejido tumoral y proximal y en 89 (77.4%) casos las tres

muestras de tejido fueron positivas al gen de virulencia vacAs. (Tabla 29)

Factor de virulencia (%)

vacAm CagA vacAs
Positivos 112 (77.8) 115 (79.9) 115 (79.9)
Negativos 15 (10.4) 1(0.7) 1(0.7)
En blanco 17 (11.8) 28 (19.4) 28 (19.4)
Muestra
Distal 4 (3.6) - 1(0.9)
Proximal 2(1.8) - -
Proximal + distal 8 (7.1) 9 (7.8) 10 (8.7)
Tumor 1(0.9) - -
Tumor + distal 5 (4.5) 1(0.9) 4 (3.5)
Tumor + proximal 3(2.7) 2(1.7) 11 (9.6)
Tmor proximal + | g4 (79 5) 103 (89.6) 89 (77.4)
Concentraciones
Promedio 119.697 6.839 8.351
Mediana 0.786 0.164 0.198
Minimo 0.000025 0.0006 0.001
Maximo 3728.305 222.106 276.053

Tabla 29. Pacientes con al menos una muestra (tumoral, sano préximo al tumor o sano

distal al tumor) positiva (n=144).




De los casos con muestras de tejido negativos a los genes de factores de
virulencia, del total de casos con al menos uno de los genes de factores
de colonizaciéon positivos hubieron 11 (9.0%) casos con muestras de
tejidos negativos al gen de virulencia vacAm, 1 (0.8%) caso con muestras
de tejidos negativos al gen de virulencia cagA, 1 (0.8%) caso con
muestras de tejidos negativos al gen de virulencia vacAs, y 12 (9.8%)
casos con muestras de tejidos negativos a al menos uno de los genes de

virulencia. (Tabla 30).

Gen de virulencia (%)

vacAm cagA vacAs vacAm o cagA
0 vacAs
Negativos 11 (9.0) 1(0.8) 1(0.8) 12 (9.8)

Tabla 30. Negatividad de cada uno de los genes de virulencia en pacientes con al menos

uno de los genes constitutivos positivos (n=122).

6.5. Prevalencia de Helicobacter pylori en pacientes
afectados por adenocarcinoma gastrico.

Del total de pacientes estudiados, el 84.7% resultaron positivo a la
presencia de la bacteria Helicobacter pylori. El 77.8% y 79.9% de estos
casos presentaron al menos uno de los cebadores marcadores de
virulencia relacionada al gen de la citotoxina vacuolizante (vacA). Ademas
el 79.9% de los casos estudiados presentaron expresion de al menos uno

de los cebadores relacionados al gen asociado a la citotoxina (cagA).

El 63.9% de los casos con muestras de tejidos positivos a ambos genes
de factores de colonizacién, el 1.4% de casos con muestras de tejidos
positivos solo al gen ureA, 19.4% casos con muestras de tejidos positivos
solo al gen hspA y 15.3% de casos con muestras de tejidos negativos a

ambos genes (Figura 5).
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= Sélo Urea positivo
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Figura 5. Positividad de los genes de factores de colonizacion (n=144).

6.5.1. Prevalencia segun domicilio y procedencia.

Al clasificar el recuento de los casos Helicobacter pylori positivos

diagnosticados con de adenocarcinoma gastrico por zona de procedencia

en Lima metropolitana del paciente se obtuvo que el 37% de los pacientes

viven en Lima Sur, el 19% de Lima Centro, el 17% de Lima Este, el 16%
de Lima Norte y el 11% en el Callao (Tabla 31).

Recuento | % Mediana | % Surv. 2 afios | p-value
Lima Norte 15 16% (1.6 - 0.679
Lima Centro |18 19% (1.7 -
Sector Lima |Lima Sur 35 37% | 2.0 76.0%
Lima Este 16 17% (1.8 -
Callao 10 11% | 2.0 100.0%

Tabla 31. Distribuciéon de casos positivos de Helicobacter pylori segun domicilio de los

pacientes en Lima.

El recuento de los casos Helicobacter pylori positivos portadores de

adenocarcinoma gastrico y su clasificacion por procedencia del paciente

se realiz6 con la informacién tomada de las encuestas e historias clinicas.




La mayor parte de la poblacién positiva a la bacteria en Lima proviene de

3 distritos. En el distrito de San Juan de Lurigancho se observa la mayor

prevalencia de Helicobacter pylori con 12.7%.

Seguido a este se

encuentra el distrito del Callao con 9.8% y la zona rural de Lima con 7.8%

de la poblacién infectada por la bacteria y estudiada. Mientras tanto los

distritos que mostraron menos prevalencia de la bacteria fueron La Molina
(1%), Miraflores (1%) y San Miguel (1%) (Tabla 32).

Recuent : % Surv. 2 p-
0 e e afios value
Cercado 3 2.9% - - 0.556
Ate 2 2.0% - -
Comas 3 2.9% 0.8 -
Chaclacayo 2 2.0% - -
Chorrillos 3 2.9% - -
El Agustino 5 4.9% 1.0 -
La Molina 1 1.0% - -
La Victoria 2 2.0% - -
Lurigancho 2 2.0% - -
Lurin 3 2.9% 1.0 -
Miraflores 1 1.0% - -
Pachacamac 3 2.9% 1.0 -
Pueblo Libre 1 1.0% - -
Puente Piedra 5 4.9% 15 -
Distrito Rimac 3 2.9% 1.8 -
Lima San Isidro 2 2.0% 1.0 -
Independencia 2 2.0% 1.0 -
San Juan de Miraflores 4 3.9% 2.0 71.0%
San Martin de Porres 3 2.9% - -
San Miguel 1 1.0% - -
Santiago de Surco 3 2.9% - -
Villa Maria del Triunfo 4 3.9% 1.8 -
San Juan de Lurigancho 13 12.7% 1.0 -
Los Olivos 2 2.0% - -
San Borja 2 2.0% - -
Villa el Salvador 5 4.9% 1.0 -
Santa Anita 4 3.9% 0.9 -
Callao 10 9.8% 2.0 100.0%
Lima Provincias 8 7.8% 1.0 -

Tabla 32. Distribucién de casos positivos de Helicobacter pylori segun procedencia de

los pacientes en Lima.




La mayoria de pacientes (85.3%) afirman vivir en su domicilio por méas de
10 afnos. El 4.9% de ellos tuvo una permanencia en su domicilio de entre

5y 10 afos y el 7% menos de 5 afios (Tabla 33).

Tiempo de permanencia en el lugar
. .| Porcentaje
._| Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia s acumulado
% valido % %
Menos de 5
afos 10 7.0 7.2 7.2
Entre5y 10
valido afios 7 4.9 5.0 12.2
Mas de 10
s 122 85.3 87.8 100.0
Total 139 97.2 100.0
Perdidos Sistema 4 2.8
Total 143 100.0

Tabla 33. Estadistica del tiempo de permanencia de los pacientes con adenocarcinoma

gastrico del INEN en sus domicilios.

A nivel nacional la mayor parte de la poblacion positiva a Helicobacter
pylori que fue diagnosticada de adenocarcinoma gastrico en proviene de
la region Lima (22.4%). Ademas el 14.2% y 8.2% provienen de las
regiones Cajamarca y Ayacucho respectivamente, convirtiéndose en los
lugares con las mayor cantidad de provenientes para este estudio. En
contraste, la menor proporcion de pacientes provinieron de las regiones
Ucayali (0.5%), Cusco (1.1%), Amazonas (1.6%) y Loreto (1.6%) (Tabla
34)



0,
Recuento % Mediana ;’i;é\; p-value
Amazonas 3 1.6% 1.0 - 0.503

Ancash 11 6.0% 1.0 -
Apurimac 9 4.9% 1.0 -
Arequipa 5 2.7% - -

Ayacucho 15 8.2% 1.0 90.0%
Cajamarca 26 14.2% 1.0 -
Cusco 2 1.1% 1.5 -

Huancavelica 7 3.8% 2.0 83.0%

Huanuco 14 7.7% 2.0 68.0%
Lugar  de Ica 4 2.2% - -

nacimiento :

Junin 11 6.0% 1.0 -
La Libertad 5 2.7% 1.0 -
Lambayeque 6 3.3% 1.0 -

Lima 41 22.4% 2.0 57.0%
Loreto 3 1.6% 1.0 -
Pasco 4 2.2% 1.0 -
Piura 9 4.9% - -
San Martin 7 3.8% - -
Ucayali 1 0.5% 1.0 -

Tabla 34. Distribucién de casos positivos de Helicobacter pylori seglin procedencia de

los pacientes a nivel nacional (Peru).

6.5.2. Prevalencia segun analisis de fuente de agua.

La muestras de agua analizadas en busqueda de genes de factores de
colonizacion de Helicobacter pylori en las casas de los pacientes
resultaron en un 87% negativas a la presencia de la bacteria. EI 5.76% de
las muestras de agua analizadas resultaron positivas al gen de la ureasa
(ureA) y la proteina de shock térmico (hspA) al mismo tiempo. Ademas el
5.76% dio positivo a la presencia de ureasa y el 1.76% al gen de la
proteina de shock térmico. En total se encontré que el 13.46% de las
muestras de agua en las viviendas de los pacientes fueron positivas a

Helicobacter pylori (Tabla 35 y Figura 6).




Nimero Porcentaje
Total de muestras procesadas 52 100%
Muestras hspA* ureA* 3 5.76%
Muestras hspA~ ureA* 3 5.76%
Muestras hspA” ureA” 1 1.92%
Muestras positivas para HP 7 13.46%
Muestras negativas para HP 38 87%

Tabla 35. Resultados del analisis de la deteccion de genes de factores de colonizacion
de Helicobacter pylori de fuentes de agua en viviendas de pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico y Helicobacter pylori positivos en el INEN durante el periodo
2015-2016.

1.92%

M Negatives samples for HP
M HspA* Uresa*
m HspA Uresa®

B HspA+ Uresa-

Figura 6. Distribucion de la deteccion de genes de factores de colonizacion de
Helicobacter pylori en muestras de agua de viviendas de pacientes diagnosticados con
adenocarcinomas gastrico y Helicobacter pylori positivos INEN durante el periodo 2015-
2016.

6.5.3. Tasas de sobrevida.

Se estudiaron 144 casos de pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico y sometidos a gastrectomias en el Instituto
Nacional de enfermedades Neoplasicas (INEN). Posterior a esto, se
registraron 28 fallecimientos y una tasa supervivencia de 80.6% de estos

pacientes (Tabla 36).




N° total

N° de eventos

Censurado

NO

Porcentaje

144

28

116

80.6%

Tabla 36. Resumen de las estadistica de supervivencia de pacientes diagnosticados con

adenocarcinoma géstrico y sometidos a cirugia en el INEN durante el periodo 2015-

2016.

El tiempo promedio de supervivencia de los pacientes fallecidos fue de

1.96 afios, registrandose como menos tiempo de sobrevida 1.75 afios y

como mayor tiempo 2.17 afos (Tabla 37 y Figura 7).

Media®
. - -~ Intervalo de confianza al 95%
Estimacion Error tipico — - — -
Limite inferior Limite superior
1.964 .106 1.756 2.172

Tabla 37. Medias del tiempo de supervivencia de pacientes diagnosticados con

adenocarcinoma gastrico y sometidos a cirugia INEN durante el periodo 2015-2016.
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Figura 7. Curva de supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma

gastrico y sometidos a cirugia INEN durante el periodo 2015-2016.




De los pacientes estudiados, 125 fueron positivos a cebadores de
Helicobacter pylori y tuvieron una tasa de supervivencia de 81.5%. En
contraste, los pacientes negativos a esta bacteria resultaron en una tasa
de supervivencia de 73.7% (Tabla 38).

Helicobacter pylori Ne total N° de eventos (l:]snsuraI;jOC)rcentaje
Negativo 19 5 14 73.7%
Positivo 125 23 102 81.6%
Global 144 28 116 80.6%

Tabla 38. Resumen de las estadisticas de supervivencia de pacientes diagnosticados
con adenocarcinoma gastrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori INEN
durante el periodo 2015-2016.

La sobrevida media de los pacientes con adenocarcinoma gastrico,
sometidos a cirugia positivos a Helicobacter pylori que fallecieron fue de 2
anos, siendo que el menor tiempo de vida que se registro fue de 1.78
afos y el maximo de 2.22 afios. Los pacientes de la misma poblacién
negativos a la bacteria y fallecidos tuvo un tiempo medio de supervivencia
de 1.38 afios, con tiempo minimo de supervivencia de 0.9 afios y maximo
de 1.81 afos. No se encontr6 una diferencia estadistica entre positivos y

negativos a la bacteria (Tabla 39 y Figura 8).

Media®
. . Intervalo de confianza al
Hellcobacte(rj pylori e » Error 95%
EEE Slmseion tipico Limite Limite
inferior superior
Negativo 1.378 222 943 1.814
Positivo 2.002 112 1.783 2.220
Global 1.964 .106 1.756 2.172

Tabla 39. Media de la supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori INEN durante el periodo
2015-2016.
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Figura 8. Curva de supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma

gastrico, sometidos a cirugia y Helicobacter pylori positivos y negativos en INEN durante
el periodo 2015-2016.

La tabla de mortalidad obtenida para este estudio muestra que los
pacientes de nuestra poblacion Helicobacter pylori negativo tienen el
riesgo de muerte significante en el primer afio después de su cirugia,
siendo que sobrevive el 64% de ellos. Después del primer afio todos
estos pacientes presentaron una sobrevivencia de 100%. En contraste,
esta estadistica muestra que los pacientes Helicobacter pylori positivo
presentan un riesgo de muerte en el primer afio después de su cirugia
que resulta en la sobrevivencia del 84% de los casos. Después del primer

afo todos estos pacientes presentaron una sobrevivencia de 100%.
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Figura 39. Tabla de mortalidad de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico, sometidos a cirugia y Helicobacter pylori positivos y negativos en INEN durante
el periodo 2015-2016.

Ademas, el andlisis de la sobrevida de los pacientes positivos a los
factores de virulencia dio como resultado que el 83% de los casos ureasa
(ureA) positivos con una sobrevida media de 1.75 afios. Los grupos
ureasa positivo y negativo no presentaron una correlacion con la tasa de
sobrevida (Tablas 40, 41 y Figura 9)

Censurado
o o]
Urea (agrupado) N° total N° de eventos NO Porcentaje
- 50 12 38 76.0%
4+ 94 16 78 83.0%
Global 144 28 116 80.6%

Tabla 40. Resumen de las estadisticas de supervivencia de pacientes diagnhosticados
con adenocarcinoma gastrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori (ureA

positivo y negativo) en INEN durante el periodo 2015-2016.

Media®
Urea (agrupado) : L _ Intervalo de confianza al 95%
Estimacion Error tipico — - — :
Limite inferior Limite superior
- 1.840 .186 1.475 2.205
o 1.756 .100 1.561 1.951
Global 1.964 .106 1.756 2.172

Tabla 41. Media de la supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
géstrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori (ureA positivo y negativo)
en INEN durante el periodo 2015-2016.
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Figura 9. Curva de supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico, sometidos a cirugia y Helicobacter pylori positivos (ureA positivo y negativo) en
INEN durante el periodo 2015-2016.

El analisis de la sobrevida de los pacientes positivos a los factores de
virulencia dio como resultado que el 81.3% de los casos proteina de
shock térmico (hspA) positivos con una sobrevida media de 2 afios. Los
grupos hspA positivo y negativo no presentaron una correlacion con la

tasa de sobrevida (Tablas 42, 43 y Figura 10)

o o Censurado

hspA (agrupado) Ne° total N° de eventos NO PEEEEE
= 21 5 16 76.2%
+ 123 23 100 81.3%
Global 144 28 116 80.6%

Tabla 40. Resumen de las estadisticas de supervivencia de pacientes diagnosticados
con adenocarcinoma géstrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori (hspA

positivo y negativo) en INEN durante el periodo 2015-2016.




Media®

hspA (agrupado) ; . o Intervalo de confianza al 95%
Estimacion Error tipico — — — = — -
Limite inferior | Limite superior
- 1.385 222 .950 1.819
+ 2.000 112 1.781 2.219
Global 1.964 .106 1.756 2.172

Tabla 41. Media de la supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico, sometidos a cirugia y positivos a Helicobacter pylori (hspA positivo y negativo)
en INEN durante el periodo 2015-2016.
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Figura 10. Curva de supervivencia de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico, sometidos a cirugia y Helicobacter pylori positivos (hspA positivo y negativo) en
INEN durante el periodo 2015-2016.

6.6. Significancia estadistica.

Las diferencias significativas entre las muestras de tejido (tumoral, sano
préximo al tumor y sano distal al tumor) en relacién a las concentraciones
de los genes constitutivos ureA y hspA son menores que a = 0.05. (Tabla
42)




Muestra

Sano proximo al Sano distal al
VUITIEED tumor tumor P

Urea n=54 n=74 n=79

Mediana / 4.893/[0.270- 11.560/[0.316- 23.293/[0.146- 0.001
Rango 338.660] 2123.341] 1032.561] '
hspA n=93 n=94 n=104

Mediana / 0.480/ [0.005- 2.885/[0.004- 3.375/[0.004- 0.003
Rango 10781.313] 23475.451] 10325.929] '

Tabla 42. Diferencias entre muestras en relacidn a las concentraciones de los genes de

factores de colonizacion ureA y hspA.

Las diferencias significativas entre las muestras de tejido (tumoral, sano

préximo al tumor y sano distal al tumor) en relacion a las concentraciones

de los genes de virulencia vacAm, cagA y vacAs son menores que a =
0.05 (Tabla 43).

Muestra
Sano proximo al Sano distal al
Tumoral P
tumor tumor
vacAm n=98 n=102 n=106
Mediana / 0.179/[0.00002- 1.461 /[0.00002- 1.352 /[0.00005- 0.017
Rango 705.775] 2067.394] 3728.305] '
CagA n=106 n=114 n=113
Mediana / 0.049/[0.001- 0.219/[0.0006- 0.720/[0.0009- 0.004
Rango 40.648] 131.274] 222.106] '
vacAs n=104 n=110 n=104
Mediana / 0.090/[0.001- 0.381/[0.003- 0.885/[0.004- <0.05
Rango 44.845] 276.053] 158.197] '

Tabla 43. Diferencias entre muestras en relacidn a las concentraciones de los genes de

virulencia vacAm, cagA y vacAs detectados en este estudio.




VII. DISCUSION

En el presente estudio se analizd la prevalencia de la bacteria
Helicobacter pylori, mediante la deteccion de 5 genes en una poblacion de
144 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas del Pert (INEN) durante los afios
2015y 2016.

Los resultados son coherentes con las prevalencias por infeccién
estudiadas a nivel mundial (Reporte del Consenso mundial de Kyoto,
2005) y con la documentacién en paises en vias de desarrollo (Reporte
de la prevalencia de Helicobacter pylori en los paises en desarrollo de la
OMS, 2010), los cuales afirman que mas del 50% de la poblacion esta
infectado por Helicobacter pylori. Rugge y colaboradores afirman que el
cancer gastrico es la 3ra causa de muerte mas comun relacionada a
cancer. Se han estimado 1millon de nuevos casos en el 2008. Y dos de

tres de estos fueron en Asia y Sudamérica (Rugge y col., 2009).

Segun Fock, Helicobacter pylori es necesaria pero no suficiente causa
para el desarrollo de cancer gastrico. Por esta razon es importante
detectar la infeccion temprana de la bacteria (Fock y col., 2008). En el
2010, la prevalencia mundial de la infeccion de Helicobacter pylori estuvo
en rangos entre 7% y 87%. La prevalencia promedio en Europa fue de
30%. (Rupnow y col., 2010). Dos de tres de los casos de cancer gastrico
diagnosticados en el 2008 fueron en Asia y Sudamérica con mortalidad de
78% opuesto al 65% en paises industrializados (Rugge y col., 2009). Los
datos obtenidos en este estudio muestran que los pacientes con cancer
gastrico Helicobacter pylori positivos presentan la mayor tasa de
mortalidad durante al afio posterior a su cirugia (16%). En adicion,
Tolentino y Ojeda encontraron tasas de mortalidad de 10.3 por cada

100000 habitantes y que las cifras de sobrevida mejoran para pacientes



menores de 60 afos, para mujeres y pacientes con adenocarcinoma de
tipo intestinal. En el Perd mortalidad por cancer gastrico se concentra en
las regiones mas pobres, donde es probable que las condiciones de vida
faciliten la alta transmisibilidad de Helicobacter pylori (Tolentino y Ojeda
2011). La incidencia y mortalidad relacionada a cancer gastrico ha
decrecido mundialmente en los Ultimos afios, sin embargo existen
importantes diferencias entre regiones. Ferro y colaboradores, en su
estudio predictivo de la incidencia de cancer gastrico al 2015, afirman que
es necesario el control de la infeccién Helicobacter pylori y otros factores,
y el mejoramiento de las técnicas de diagndstico para reducir las tasas de
mortalidad e incidencia del cancer gastrico (Ferro y col.,, 2011). Estudios
de intervencion completados en Colombia por Mera y colaboradores, en
China por You y colaboradores y en Japon por Take y colaboradores,
demuestran que la erradicacion de Helicobacter pylori es la accién mas
eficiente para la prevencion de cancer gastrico. Sin embargo estas
intervenciones son mas efectivas en aquellos individuos en quienes no se
ha presentado gastritis atréfica (Mera y col., 2005; You y col., 2006; Take
y col., 2005).

Al comparar la prevalencia del 89.6% encontrada en este estudio y
observada en la tabla 3 con los datos que se obtuvieron en el estudio
realizado en el distrito de San Juan de Miraflores en Lima (Perl), que
indican una prevalencia de Helicobacter pylori de 80% en la poblacién
estudiada durante el 2000 — 2002 por Soto y colaboradores (Soto y col.
2002), se puede confirmar la coherencia de datos. Cifras totalmente
diferentes a las tasas de prevalencia mostradas en paises desarrollados,
como las de Estados Unidos que describen tasas de 17% en el estudio
realizado por Everhart durante el 2000 (Everhart, 2000).

Un estudio realizado por Espejo y Navarrete en el Hospital Edgardo
Rebagliati Martins de EsSalud de Lima entre 1963 y 2002 afirma que el
cancer gastrico se ha incrementado en 20% en el dltimo quinquenio,

aumentando exponencialmente (Espejo y Navarrete, 2004). En Lima el



ultimo registro acerca de la relacion de Helicobacter pylori y cancer de
estdmago se realizd en el periodo de los afios 2010-2012 por el Ministerio
de Salud (Ministerio de Salud del Peru, 2013). No se mencionan tasas de
prevalencia para esta relacion, sin embargo se menciona a la bacteria

como un factor de riesgo importante.

Segun el Consenso Latinoamericano sobre infeccion por Helicobacter
pylori celebrado en el afio 2000, encontré6 recurrentemente que las
prevalencias no varian con el sexo, asimismo no aumenta con la edad
(Consenso Latinoamericano sobre la infeccion de Helicobacter pylori,
2000). Durante el 2002 en una investigacion realizada en el Policlinico
Peruano-Japonés de Lima, se encontré una prevalencia de infeccion por
Helicobacter pylori en un 40% de la muestra sin diferencias significativas
en el predominio de la infeccion y su relacion a los factores de: sexo,
estrato socioecondémico y tiempo de enfermedad (Ruiz y col. 2002). En
nuestro estudio la proporcion de hombres y mujeres que fueron
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico fue de 51% y 49%
respectivamente, cifras que no muestran una diferencia estadisticamente

significativa.

En esta investigacion la mayor parte de la poblacion con adenocarcinoma
gastrico positiva a la bacteria en Lima proviene de 3 distritos. En el distrito
de San Juan de Lurigancho se observa la mayor prevalencia de
Helicobacter pylori con 12.7%. Seguido a este se encuentra el distrito del
Callao con 9.8% y la zona rural de Lima con 7.8% de la poblacién
infectada por la bacteria. Mientras tanto los distritos que mostraron menos
prevalencia de la bacteria fueron La Molina (1%), Miraflores (1%) y San
Miguel (1%). En el 2006, Pilco y colaboradores obtuvieron resultados en
los cuales los distritos con mas alta incidencia de cancer gastrico fueron
Puente Piedra, Lince, Villa El Salvador, El Agustino, Brefia y Rimac. Los
distritos con menos incidencia de esta enfermedad fueron San Isidro y
Miraflores, observandose una relacibn de la prevalencia con nivel

socioeconomico del distrito (Pilco y col., 2006).



Por otro lado las prevalencias de Helicobacter pylori segun grupos de
edad, visibles en las tablas estadisticas, mostraron que las personas entre
70 y 80 afios son las méas afectadas y la edad promedio de los infectados
fue de 64 afos. Los limites de edad de la poblacion del presente estudio
estuvieron entre los 27 y 89 afios. En la investigacién publicada por
Espejo y Navarrete, el promedio de edad de personas afectadas por
cancer gastrico en Lima entre 1963 y 2002 fue de 64 afios para los
hombres y 58 afios para mujeres, situandose los limites de edad
estudiados entre 23 y 92 afos (Espejo y Navarrete, 2004). En otra
investigacion Pilco y colaboradores concluyeron que la mayor incidencia y
mortalidad deacuerdo al grupo estudiado se present6 entre los 55 y 74
afos (Pilco y col., 2006). Ademas, Tolentino y Ojeda en el Peru entre el
2009 y 2010, también encontraron que la edad media de los pacientes
afectados fue de 63.9 afios y el 60% tenia mas de 60 afios de edad
(Tolentino y Ojeda 2011).

En el Perq, la prevalencia de la infecciéon del estbmago por Helicobacter
pylori ha disminuido en el curso de las ultimas décadas, asi como las
enfermedades asociadas a ella (gastritis cronica activa, Ulcera péptica y
cancer gastrico) en los datos descritos por Mendoza y colaboradores en el
2008 y Ramirez-Ramos y colaboradores en los afios 2003 y 2006
(Mendoza y col. 2008; Ramirez-Ramos y col. 2003; Ramirez-Ramos y col.
2006). En este estudio los antecedentes de enfermedades géstricas
conocidas por los pacientes con adenocarcinoma gastrico fueron de
29.4% para gastritis, 1.4% para ulceras y 7% para PGP; y al revisar el
registro clinico se encontraron cifras de 30.8% para gastritis, 9.5% para

ulceras y 8.9% para PGP.

En el 2004, datos obtenidos de pacientes con cancer gastrico
diagnosticados mediante analisis histologico entre 1963 y 2002 revelaron
gue en la mayoria de casos el tumor se ubico en el antro estomacal
(49%), seguido del cuerpo (37.3%) y fondo (12.3%) (Espejo y Navarrete,

2004). En este estudio, el 71.3% de los casos el tumor se ubic6 en el



antro estomacal. Mientras que el 23.2% de los tumores estudiados se
ubicaron en el cuerpo gastrico y el 1.8% en el fondo estomacal. Algunos
estudios han sefalado que el ambiente acido generado por el accionar de
Helicobacter pylori genera diagnosticos falsos-negativos, especialmente
cuando la infeccion se desarrolla en el antro estomacal (Graham y col.,
2003; Levine y col.,, 2004; Ozturk y col., 2009). Para Bronschein y
colaboradores, Helicobacter pylori es un factor de riesgo confirmado de
cancer gastrico si la lesion originada por la bacteria se sitia sobre el

cardias (Bronschein y col., 2010).

En una investigacion realizada en Peru entre los afios 2009 y 2010 por
Tolentino y Ojeda, encontraron que 33.6% de la poblacién estudiada tenia
adenocarcinoma de tipo intestinal, 18.7% tenia carcinoma de tipo difuso y
4,1% tenia linfoma gastrico primario (Tolentino y Ojeda 2011). Ademas
Pilco y colaboradores encontraron en su estudio que en Lima el
carcinoma mas frecuente fue el de tipo intestinal en la clasificacion de
Lauren. Este tipo de carcinomas fueron bien a moderadamente
diferenciados, apoyando la tesis que busca demostrar que la mayoria de
los casos de cancer gastrico tratados en Lima tienen un relacién con
Helicobacter pylori (Pilco y col., 2006). Los casos estudiados en esta
investigacion también presentaron una mayoria de subtipo histoldgico
Intestinal con 41%, seguido de los subtipos difuso (19%) y mixto (15.2%).

Otros subtipos representaron el 23.8% e indiferenciados el 1%.

El consenso Maasricht 3 del 2015 reporta que varios autores como
Malfertheimer, Asaka y Fock han reunido informacion cientifica para
reforzar la idea de que Helicobacter pylori es el factor de riesgo mas
comun probado para cancer gastrico no cardiaco (Malfertheimer y col.,
2007; Asakay col., 2009; Fock y col., 2008). Esta bacteria causa lesiones
pre-neopléasicas y cancer en modelos in vivo, demostrando el rol causal
de la infeccion de Helicobacter pylori en la cascada principal de procesos

del cancer gastrico (Ohnishi y col., 2008).



Varios estudios evidencian ampliamente la eficiencia de la técnica de
gPCR para la deteccion de material genético de bacterias en tejido fresco.
Lerardi y colaboradores han demostrado que existe una alta sensibilidad
de la técnica de qPCR en la detecciéon de Helicobacter pylori (Lerardi y
col., 2015). Reportes como el de Monno y colaboradores en el 2012,
demuestran una excelente concordancia entre esta técnica y la
histoldgica, la cual es actualmente el gold standart para el diagnéstico de
Helicobacter pylori (Monno y col, 2012). Para Malfertheiner vy
colaboradores, el diagnostico mediante qPCR es incluso mas eficiente
que técnicas como las histolégica, pruebas de aliento de urea (UBT) y
pruebas de antigenos (HSpA). Razon por la cual la técnica de gPCR
podria ser una herramienta clave para refinar la deteccion de Helicobacter
pylori en el futuro proximo (Malfertheiner y col., 2012). En una
investigacion realizada en Lima, Valdiviezo y colaboradores encontraron
ADN especifico de la bacteria en 55 de 71 biopsias gastricas negativas y
en 94 de 106 biopsias gastricas positivas (Valdiviezo y col., 2014). En
esta investigacion se encontr6 que el 18.9% de los pacientes con
adenocarcinoma gastrico estudiados presentd un diagnostico de
Helicobacter pylori positivo previo, mientras que la deteccion por gPCR
encontr6 material genético especifico de la bacteria en un 89.6% de

Casos.

En el 2002 un estudio realizado por Ramirez y colaboradores en el
Hospital Peruano-Japonés, detectd la presencia del gen Ureasa en el
47.8% de los pacientes peruanos estudiados (Ramirez y col. 2002). En
nuestro estudio el 65.3% de los pacientes fueron positivos a este gen de

factor de colonizacion.

Varias investigaciones afirman que entre los factores pato-genéticos de
Helicobacter pylori que incrementan el riesgo de cancer gastrico, cagA y
vagA son los mas importantes (Figueiredo y col., 2002; Xia y col., 2009;
Jung y col., 2009).



Mendoza y colaboradores en el 2008, obtuvieron que mas del 90% de las
cepas de Helicobacter pylori en Lima-Perd son cagA positivas, y que se
ha relacionado a incremento de riesgo a desarrollar inflamacion cronica y
cancer gastrico (Mendoza y col. 2008). Para Ohnishi y colaboradores, el
factor carcinogénico mas importante podria ser cagA. Este factor es
inyectado por la bacteria en las células de la mucosa epitelial del
hospedero. Recientemente, una expresion transgénica de cagA se ha
mostrado en carcinomas en ausencia de una gastritis coexistente en
ratones. Esto indica que carécter de cagA como un oncogen (Ohnishi y
col., 2008). El 79.9% de los casos Helicobacter pylori positivos de este

estudio, dio positivo al gen asociado a la citotoxina (cagA).

Por otro lado Franceschi y colaboradores encontraron que la presencia de
regiones cagA estan significantemente asociadas a eventos coronarios, y
otras enfermedades relacionadas al corazon (Franceschi y col., 2009).
Otros estudios han relacionado estas region del genoma de Helicobacter
pylori con condiciones neuronales como alzheimer y parkinson idiopatico

(Palmy col., 2009; Kountouras y col., 2009).

Ademas, el gen de la proteina vacuolizante presentd prevalencias de
77.8% (vacAm) y 79.9% (vacAs). Varios estudios han relacionado los
factores de virulencia de la bacteria y polimorfismos genéticos con
gastritis y riegos de enfermedad, particularmente ulceras pépticas y
cancer gastrico (Wrobleski y col., 2010; Snaith y col., 2008). En un estudio
de Figueiredo y sus colaboradores se pudo observar que cuando la region
vacAsl esta presente, el riesgo de desarrollar cancer gastrico aumenta.
Sin embargo aun no es posible definir un rol clinico para los factores de
virulencia bacteria o polimorfismos genéticos en el tratamiento individual

de los pacientes (Figueiredo y col., 2002).

Sin embargo también Chen y colaboradores han estudiado relaciones
inversas en alguna comunidades, en las cuales una disminucion de la

frecuencia de infeccion de Helicobacter pylori se ha visto relacionada al



aumento de la prevalencia de algunas enfermedades como asma y
obesidad (Cheny col., 2007).

En otros paises como en Taiwan, un seguimiento realizado por Hsu y
colaboradores en 2007, el cancer gastrico se desarroll6 en 1.3% de
pacientes infectados por Helicobacter pylori (Hsu y col. 2007). En otro
estudio en la poblacion japonesa durante el 2010, Umura y colaboradores
observaron que el 2.9% de los pacientes infectados desarrollaban cancer
gastrico (Umura y col. 2010). En nuestro pais, no se han establecido
datos certeros sobre infecciones de Helicobacter pylori en pacientes con
neoplasias gastricas, sin embargo durante el 2002 en una investigacion
realizada en el Policlinico Peruano-Japonés de Lima por Ruiz, se
encontré una prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori en un 40%
de la muestra (Ruiz y col. 2002). La prevalencia que encontramos en
nuestra poblacion de estudio fue de 89.6%, sin embargo hay que aclarar
gue nuestra poblacibn abarca solo pacientes afectados por

adenocarcinomas gastricos ingresados a cirugia.

La mayoria de las cepas de Helicobacter pylori, expresan factores de
virulencia que afectan diferentes rutas de sefalizacion del huésped.
Ademas cuenta con un numero de adhesinas que permiten su adherencia
al epitelio gastrico. Esta adhesion es esencial para asegurar la prolongada
persistencia de la bacteria en el estbmago y para la inyeccion de CagA y
otras proteinas en las celular epiteliales del huésped (Wrobleski y col.
2013). Con respecto a esta informacion, hemos encontrado altas tasas de
virulencia correspondiente al gen vacA: 77.8% de los casos positivos a
Helicobacter pylori fueron positivos a la regién de amplificacion vacAm y
79.9% a vacAs. De la misma manera la virulencia del gen cagA estuvo

altamente presente: 79.9% de los infectados resulté positivo este cebador.

Al analizar la zona de extraccion de la muestra se encontré una
prevalencia ligeramente alta de la bacteria (por medio de identificacién de
los factores de colonizacion) en tejido sano distal al tumor (54.9% urea y

72.2% hspA). Al mismo tiempo las tasas de virulencia se encontraron



uniformemente distribuidas entre las muestras tumorales (91.8% vacAm,
93.9% vacAs y 95.9% cagA); proximales (89.1% vacAm; 95.3% vacAs;
96.9% cagA); y distales (90.4% vacAm; 95.9% vacAs; 95.9% cagA), no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas.

A pesar de la alta incidencia de la infeccion por Helicobacter pylori, los
reservorios y vias de transmision todavia no estan claras, aunque se han
sugerido multiples rutas de transmision. Aziz y colaboradores han
mostrado evidencia que soporta que el agua es una via de trasmision
secundaria de la bacteria mediante dos grupos de estudio: (i) evidencia
epidemioldgica que muestra la asociacion entre Helicobacter pylori y
fuente de agua; y (ii) deteccién y/o aislamiento de Helicobacter pylori en
fuentes de agua (Aziz y col., 2013). En paises en vias de desarrollo, como
el Perd, hay una elevada prevalencia de enfermedades
infectocontagiosas producidas por microorganismos que son viabilizados
por el agua de consumo humano. Estudios como el de Eichelberger y
colaboradores en el 2015 confirman mediante andlisis estadisticos que
fuentes de agua bebible no tratadas y no cloradas, particularmente agua
superficial ha sido asociada a altos riesgos de cancer gastrico
(Eichelberger y col., 2016). En un estudio llevado a cabo por Ramirez y
colaboradores en el 2004 se demostré que el agua de la Atarjea, central
de procesamiento desde donde se distribuye el agua a la ciudad de Lima,
presentaba material genético de Helicobacter pylori (Ramirez y col. 2004).
El 76.9% de personas entrevistadas en nuestro estudio tienen acceso a
agua potable (proveniente de la Atarjea). De estos casos el 64% es
Helicobacter pylori ureA positivo y el 80.9% es Helicobacter pylori hspA
positivo. Sin embargo al someter muestras de agua de las viviendas de
los pacientes a deteccion por gPCR se encontré que solo el 13.46%
presentaba material genético de Helicobacter pylori. Por esta razén no se
puede establecer una relacion clara entre infeccion de estas bacteria y la

fuente de agua consumida por la poblacién estudiada.



Cabe afadir que el 74.8% de los pacientes entrevistados afirmaron que
antes de consumir el agua potable, la hirvieron, el 9.1% posee un filtro en
las salidas de agua y que el 9.8% la consumio periédicamente de forma
directa. Ademas un menor porcentaje de la poblacion (3.5%) afirma

consumir agua embotellada.

La relacion entre la bacteria, gastritis cronica y cancer gastrico ha sido
ampliamente descrita en diversos estudios a nivel mundial. En 1975 se
asocio la presencia de Helicobacter pylori con la inflamacién de la mucosa
gastrica y posteriormente en 1985 con la ulcera péptica, estableciendo de
este modo una relacion causal entre Helicobacter pylori y las lesiones de
la mucosa gastrica (Milne y col. 1995), con un riesgo para llegar a causar
cancer gastrico del 75%. La presente investigacion indica que el 89.6% de
los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico presentan
material genético de Helicobacter pylori en tejido gastrico, con casi tasas
gue van desde 89.1% hasta 96.5% de virulencia cagA y vacA. Asimismo
se observaron cuadros de gastritis previamente diagnosticados en un
31.4% en la poblacion estudiada. Para Wraoblewski y colaboradores la
relacion entre Helicobacter pylori y formacion de Adenocarcinoma gastrico
hace vital su deteccion temprana con la finalidad de dar tratamiento
(Wroblewski y col. 2010). En adicién, estudios realizados en China, han
demostrado que la detecciéon molecular temprana de Helicobacter pylori
previene 1 de 4 a 6 cancer gastricos, representando una estrategia
efectiva de costos (Yeh y col., 2009; Shin y col., 2009; Lee y col., 2007).



VIII.CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos
concluir que Helicobacter pylori fue altamente prevalente en pacientes
peruanos diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas del Pert (INEN) en el periodo
2015-2016, habiéndose detectado en el 89.6% de los casos.

En el 71.3% de los casos el tumor se ubico en el antro estomacal y el
49.4% ya se encontraban en estadio IV. Mientras que el tipo de
clasificacion Bormann dominante en los casos positivos para la bacteria
estudiada fue el tipo lll con 57.2% de ocurrencia.

La mayoria de los pacientes estudiados afirman no haber presentado
antecedentes previos a su diagnéstico neoplasico (51%), y sus registros
clinicos lo avalan (50.3%). Cabe agregar que el 31.4% presenté como

antecedente clinico cuadros de gastritis diagnosticados.

Del estudio de las variables epidemiolégicas de esta investigacion
podemos concluir que la edad promedio de los pacientes diagnosticados
con adenocarcinoma gastrico de esta investigacion fue de 64 afios con un
rango de 27 a 89 afos. El intervalo de edad en donde se presentaron
mayor numero de pacientes fue el de 70 a 80 afios. El mismo grupo tuvo
la mayor prevalencia de infecciones por Helicobacter pylori (31.94%).

Las fuentes de abastecimiento de agua potable (76.9%) y consumo de
agua hervida (74.8%) fueron las mas frecuentes entre los pacientes

estudiados.

Durante la amplificacion de los genes de los factores de colonizacion de
Helicobacter pylori se detectaron prevalencias de 63.5% para el gen de la
ureasa (ureA) y 83.3% para el gen de la proteina de shock térmico (hspA).

Ademas, se amplificaron genes de los factores de virulencia, detectando



la presencia de las regiones vacAs y vacAm del gen de la citotoxina
vacuolizante en el 77.8% y 79.9% de los casos; y la region cagA del gen

de la proteina asociada a la citotoxina en el 79.9% de los casos.

Del estudio de la mortalidad y sobrevida de los pacientes en los que se
detectd Helicobacter pylori podemos concluir que la supervivencia media
de los pacientes con adenocarcinoma gastrico, sometidos a cirugia que
fallecieron fue de 2 afios. Se registraron 28 fallecimientos y una tasa de

sobrevida de 80.6% de estos pacientes.

De la distribucion a nivel nacional concluimos que, la mayor parte de la
poblacién positiva a Helicobacter pylori que fue diagnosticada de
adenocarcinoma gastrico proviene de la region Lima (22.4%). Ademas, el
14.2% y 8.2% provienen de las regiones Cajamarca y Ayacucho
respectivamente, convirtiéndose en los lugares con la mayor cantidad de
provenientes para este estudio. En contraste, la menor proporcion de
pacientes provinieron de las regiones Ucayali (0.5%), Cusco (1.1%),
Amazonas (1.6%) y Loreto (1.6%). En Lima metropolitana se obtuvo que
el 37% de los pacientes viven en Lima Sur, el 19% de Lima Centro, el
17% de Lima Este, el 16% de Lima Norte y el 11% en el Callao

La relacion de la presencia de la bacteria Helicobacter pylori en los
pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico sometidos a
cirugia en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) fue

estadisticamente significante (p < 0.05).



IX. RECOMENDACIONES

v" Obtener mas datos acerca de la prevalencia de Helicobacter pylori

en pacientes con adenocarcinoma gastrico en el Pera.

v' Realizar estudios paralelos disefiando experimentos que tomen

otras herramientas de deteccidn de la bacteria.

v' Explorar en la deteccion de otros genes propios de la bacteria
Helicobacter pylori, tomando en cuenta el caracter virulento de
estos.

v' Realizar comparaciones entre la efectividad de detecciéon de

cebadores de diferentes secuencias para un mismo gen.

v Comparar datos con estudios realizados en otros paises de

similares condiciones a Peru.

v' Realizar estudios de deteccion de genes de la bacteria

Helicobacter pylori en fuentes de agua y alimentos.

v' Estudiar la heredabilidad y predisposicion genética a desarrollar

lesiones neoplasicas al ser infectado por la bacteria Helicobacter
pylori.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado para la toma de muestra.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA
DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL PROYECTO DE INVESTIGACION
OBTENIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS
O QUIRURGICOS

Titulo del Proyecto: “ESTUDIO GENOMICO, EPIDEMIOLOGICO Y
CLINICO EVALUANDO LA RELACION ENTRE EL CANCER
GASTRICO Y HELICOBACTER PYLORI: ROL DEL AGUA DE
CONSUMO HUMANO COMO ViA DE TRANSMISION”

Investigador Principal: Dr. Carlos Castafieda Altamirano, MD, MSc

1.- INTRODUCCION

A usted se le esta invitando a participar en un estudio que involucra la
donacion voluntaria de muestras biolégicas con fines de investigacion.
Este documento lo ayudara a comprender por qué se esta realizando la
investigacion, y lo ayudard a decidir si desea participar o no. EI mismo,
puede contener algunas palabras que usted probablemente no entendera.
Por favor, solicite a uno de los integrantes del equipo de investigacion que
le expligue cualquiera de las palabras o informacién que usted no
comprenda con claridad. Se le entregar4 una copia en caso acepte

participar en el estudio.
2.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Durante la intervencion quirdrgica o prueba diagnéstica (biopsia) a la que
va a ser sometido se podran tomar muestras de tumor. El procedimiento

gue se le propone consiste en donar voluntariamente cualquier muestra



bioldgica sobrante de la intervencién o prueba a la que va a ser sometido,
sin que ello suponga ningun riesgo afadido para su salud ni comprometa
el correcto diagnéstico y tratamiento de su enfermedad. Dichas muestras

bioldgicas podran ser utilizadas este proyecto de investigacion.
3.- OBJETIVO

La finalidad de esta investigacion es evaluar la presencia de la bacteria
Helicobacter pylori en muestras tumorales de pacientes con cancer

gastrico mediante deteccion del gen ureC por gPCR.
4.- BENEFICIOS PARA USTED/SOCIEDAD

Usted no recibird ninguna compensacion economica ni otros beneficios
materiales por donar sus muestras. Sin embargo, usted estara haciendo
una libre y generosa donacion para la investigacion que podra ser
beneficiosa para futuras generaciones. EIl estudio de su resultado podra
generar nuevas pruebas clinicas o tratamientos que contribuiran a mejor

manejo de la enfermedad neoplasica.

Debe saber que sera prioritario el uso diagnostico de la muestra que dona

y que se garantizara un remanente de las muestras para este fin.
5.- DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede
negarse a donarlas e incluso puede revocar su consentimiento en
cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin que ello
tenga ninguna repercusion en la atencion medica que recibe en el

Instituto.

Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras
gque no se hayan utilizado en la investigacion, podra decidir que sean
destruidas o anonimizadas. Tales efectos no se extenderan a los datos
resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo antes

de la revocacion de su consentimiento.



6.- RIESGOS

El procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afadido
para su salud ni compromete el correcto diagndstico y tratamiento de su

enfermedad, puesto que se trata de muestra sobrante de la intervencion.
7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Los datos personales y clinico-patolégicos obtenidos de su historia clinica
seran incorporados Yy tratados en una base de datos segun la codificacion
designada por el investigador principal, Esto prevendra que la persona

gue trabaje con su muestra conozca la identidad del paciente.

Los resultados individuales seran anénimos y no serdn mostrados (sin su

consentimiento) a nadie fuera del proyecto de investigacion.

8.- ¢QUIEN PUEDE RESPONDER MIS PREGUNTAS ACERCA DEL
ESTUDIO?

Si tiene preguntas o preocupaciones sobre este estudio, por favor
comuniquese con el Investigador Principal del proyecto Dr. Carlos
Castafieda Altamirano, teléfono 201-6500 anexo 3000 o 3040; o enviar

sus preguntas al correo electronico: investigacion@inen.sld.pe

Si tiene preguntas sobre sus derechos o los aspectos éticos relacionado a
este estudio, usted también puede llamar al Comité de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, al
teléfono 201-6500 anexo 3001; o enviar sus preguntas al correo

electrénico: comité etica@inen.sld.pe.



mailto:comité_etica@inen.sld.pe

He leido este formulario y he tenido la oportunidad de hacer

preguntas. Consiento en participar en esta investigacion.

Nombre del participante:

Firma

Fecha:

Cddigo Asignado:

Nombre del acompafante:

(Rellenar solo en caso de incapacidad del

paciente)

Firma

Fecha:

Nombre del Investigador:

Firma

Fecha:




Anexo 2. Consentimiento informado para la encuesta.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

La presente investigacion es conducida por la Dr. Carlos A. Castafieda Altamirano, La meta de este estudio es
determinar la presencia de Helicobacter pylori en el agua de consumo humano en los domicilios de los
pacientes registrados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedird responder preguntas de la encuesta a continuacion,
durante un tiempo aproximadamente 10 minutos de su tiempo.

La participacion es este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja sera confidencial y
no se usara para ningun otro propésito fuera de los de esta investigacion.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento consultando en el
Departamento de Investigacion. Igualmente, puede retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso lo
perjudique en ninguna forma. Si alguna de las preguntas de la encuesta le parecen incomodas, tiene usted el derecho
de hacérselo saber al investigador o de no responderlas.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha

(en letras de imprenta)

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES: N° HISTORIA CLINICA

1.Nombre Completo:

2. Lugar de nacimiento:

3. Fecha de nacimiento: [ ]4. Sexo: [ ]

5. Lugar de domicilio:

(Departamento) (Provincia)
6. Teléfono:
7. Tiempo de permanencia en 8. Tipo de abastecimiento de agua 9. Agua de consumo:
el lugar: Potable |:| Embotellada |:|
< 5 afios [ ] Cisterna [ ] Agua hervida ]
5-10 afios |:| Pozo |:| Agua de |:|
>10 afios [ ] Otros [ ] domestica c/ filtro




10. Antecedentes:

Gastritis

Ulceras

Problemas
gastricos
Permanentes (PGP

]
L]

-

10. Numero de familiares en primer grado del paciente

L

Nombre y apellido

Cancer Gastrico

Gastrititis

Ulceras

PGP




Anexo 3. Aprobacion del comité de ética.

.

W) ) ]
"'ﬁ Ministerio ; TnsaiiThin:
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“ANO DE LA DIVERSIFICACION PRODUCTIVA Y DEL FORTALECIMIENTO DE LA EDUCACIO

Surquillo, 16 de Enero del 2015

CARTA N° 010 -2015-CRP-DI-DICON/INEN

Doctor

Carlos Castaineda Altamirano
Investigador Principal
Presente.

De nuestra consideracion:
Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente e informarle que el Comité Revisor de Protocolos del
Departamento de Investigacion del INEN, ha revisado y aprueba el trabajo de Investigacion titulado “ESTUDIO

GENOMICO, EPIDEMIOLOGIA Y CLINICA EVALUANDO LA RELACION ENTRE EL CANCER GASTRICO Y
HELICOBACTER PYLORI: ROL DE AGUA DE CONSUMO HUMANO COMO VIA DE TRANSMISION” INEN 15-10.

De acuerdo con las normas debera presentar un informe sobre los avances del dicho proyecto, asi como las
conclusiones del mismo a esta Oficina.
Esperando la respuesta para la respectiva aprobacion, quedamos de Usted.

Atentamente,

Vasquez Chave, e andro Casavilca Zafmbrano
Presidente de Gonfté Miembro de Cgmité

W Flaennn

Margd £pez Contreras José CaMos Gutiérrez Lazarte
Miembro de Comité Miembro de Comité

Migmbr omite

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este 2520, Lima- 34 Telf.: 201-6500 Fax: 620-4991 Web: www.inen.sld.pe e-mail: postmaster@inen.sld.pe



Anexo 4. Renovacion de la aprobacion del comité de ética.

vMinisteriO'de ©

Salud
“ANO DE LA CONSOLIDACION DEL MAR DE GRAU”
Surquillo, 04 de marzo del 2016
CARTA N° 109 — 2016 —CIE/INEN
M.C.
CARLOS CASTANEDA ALTAMIRANO

Investigador Principal

Presente.—

REF.: PROYECTO: “ESTUDIO GENOMICO, EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO EVALUANDO LA
RELACION ENTRE EL CANCER GASTRICO Y HELICOBACTER PYLORI: ROL DEL AGUA DE
CONSUMO HUMANO COMO VIA DE TRANSMISION” INEN 15—10

ASUNTO: RENOVACION DE PROYECTO

Tengo a bien dirigirme a usted para informarle que el Comité Institucional de Etica en
Investigacion del INEN, APRUEBA la Renovacion del PROYECTO: “ESTUDIO GENOMICO,
EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO EVALUANDO LA RELACION ENTRE EL CANCER GASTRICO
Y HELICOBACTER PYLORI: ROL DEL AGUA DE CONSUMO HUMANO COMO VIA DE
TRANSMISION” INEN 15—-10

Lz renovacion del protocolo se otorga desde febrero del afio 2016 hasta febrero del afio
2017.

El Comité Institucional de Etica en Investigacion, deja constancia que la documentacion
presentada a seguir se encuentra vigente:

e Estudio de investigacion ESTUDIO GENOMICO, EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO
EVALUANDO LA RELACION ENTRE EL CANCER GASTRICO Y HELICOBACTER
PYLORI: ROL DEL AGUA DE CONSUMO HUMANO COMO VIA DE TRANSMISION.

e Consentimiento Informado para la donacion voluntaria de muestras biologicas al
proyectc de investigacion obtenidas en el curso de procedimientos diagnosticos o

Quirdargicos.

Atentamente,

c.c.: Archivo
M.TITO

INSTI™ 7
Av. Angamos Este 2520, Lima -~ 7T 0

NACIONAL DE ENF™ ."VIEDADES NEJUPLASICA:
: 201 - 6500 Fax: 620-4991 Web: www.in

e-maii: postmaster@inen.sid.pe



Anexo 5. Registro de tomas de muestra.

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION .
MUTSTRAS ALMACENADAS EN BANCO DE TEJIDOS TUMORALIES

Datos Clinicos Patolégicos

N2 de Registro del Banco de Tejidos Tumorales:

- Nombre Paciente:

s HaCi _ Dpto.: cont
- Fecha de nacimiento:_ B Edad:
- Génevo: M F

“Procedencia:

- Intervencion realizada: MD encargado: .

- Fecha de recepcion de Ja muestra:

- Tlempo seguimiento de la muestra

- Hora interrupcién circulacién del érgano:

* Hora extraccién pieza quirirgica:

- Hora recepcién en Patologia:

- Toma de muestra:

- Hora congelacién:

-IsquemiaCaliente: -Isquemia Iria:

- Tejido Tumoral: i

Congelador ~_Piso___ Rack ___ Caja____ N®Viales___ Posiciones

Congelador _____ Piso . Rack _,_,__‘,_Caja_,___:__ N2 Viales ___ Posiciones

*Tcjido Normal: -~

Conge]ac_lor ___Piso___ Rack‘.'_ Caja___ N®Viales ___ Posiciones
: Cbl\gglador ~__Piso___ Rack __Caja__ N2Viales___ Posiciones e
+ - Consgntimicento Informado: Si___ No___ Fecha: o

.+ Tipo de muestra (biopsia, pieza quirdrgica, material de autopsia, sangre, médula

osea, otros...):

-Organo:

- Tipo de tejido (normal/tumoral):

- Diagnostico patolégico completo:




Anexo 6. Resumen del protocolo de extraccion de ADN.
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Anexo 7. Curvas estandar.

OBTENCION DE CURVAS ESTANDAR
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Ze han estandarizado el funcionamientode & primers. Uno constitutive para H. pylori (ured codificante

del gen de a Ureasa) y cincode virulencia.

CURVAS ESTANDAR
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Cada primer s& ha estandarimdo en el Termocidador Real Time Lightoycler 96 [ROCHE) en
presencia de un control positive de H. pylon (TCC) diluido 20 veces para comprobador su

funcionamiento.

%2 han obtenido Cunes de fluorescencia, Curvas melting, v grefies de Ciclos de

cuantificacion [Cq).



Anexo 8. Cuantificacion de los genes detectados.

JGC1956

[Urea] (pg)

TUMOR

4.39956111
o

o

o

o

o
11.30187155
o

o

o

o

o

o

o
86.57234943
o

o

o

42.00576051
0.368869567

o
0.575634597

o
59.43778556
0.650574828
0.528962417
1.112224611

o
2.277003729

0o0oo0o0o0

11.53048832
0.646246412
o
o
o
o
1.790588323
44.21151215
o
o
o
o
15.39840864
0.270135078
8.907354639
36.10735457
o
338.6602352
0.287500994
2.407260001
o
64.10903083

0000000

12.24446174
o
28.0175048
o
0.932930403
0.389970795
17.40308366
o
2.370054907
o
7.194111982
o

o

o
6.30901188
4.133814513
o
10.69032994
0.615372377
o
17.59778711
o

00000000

70.86077135
o

o

o

o
0.84969232
13.0897336
o
13.35451563

PROXIMAL

608.0224262
o
5.607169938
o

o

o
18.15462338
o

o
0.866880085
o

o
2.744977874
o
535.5949705
0.794823289
o
8.022862313
697.9664661
68.07869308
0.777332598
18.64591447
o
3.309130956
0.732006407
36.83774213
0.519629566
o
0.56296732
0.440739983
103.6705014
o

o
0.504813592
533.2167083
3.569197212
o

o
11.86890118
o

o
4.661599759
o

o

o

o
16.53482835
168.3929586
0.657853375
229.9406587
o

o
1.022045968
14.02452909
o

o

o

o
6.774623982
o

o

o
3.16509353
42.76020853
o
8.848092064
o
6.422325422
o

o
9.14840089
36.10735457
o
27.46199743
o
10.17960585
o
40.35656432
23.03503452
4.133814513
340.1707333
o

o
13.80777481

000000 O0O

23.71109887
593.3207329
o

o
o
2123.340845
o
39.91005578
o
19.62502438

CONSTITUTIVOS
DISTAL CASO
2.86989663 MVS1706
o LOL1707
o SCVv1709
o YEJ1710
o MBT1713
o LSL1715
o ETS1716
2.579173033 FRC1717
o LOF1719
14.37203814 EAS1720
o TNT1728
o FMH1730
92.34299217 MOD1731
18.56311893 TCs1734
1032.561035 FCD1735
21.64364982 ENB1736
o RVS1740
31.17562939 AVF1743
2.450495798 RNV1745
2.087734652 EJH1746
0.314263659 JGA1748
102.0682355 GCR1749
32.52192665 APC1750
3.102338735 POA1751
79.90792852 OCT1752
4.661599759 JCC1753
39.2932311 TCA1754
2.455954589 WMR1757
36.75586377 MAV 1758
0.145522462 MTL1762
44.40870509 PCC1763
o AJV1766
o VTP1767
1.054385958 ECC1768
24.62521193 JVvvi772
0.338961797 QVvsi773
o MQs1777
23.29274751 CGD1779
o MCC1792
o FGT1795
o MDF1796
o EAC1797
o JHC1808
2.732789041 GFC1809
2.197363047 TVM1810
609.3768736 AED1811
0.629218815 DSV1812
1007.5942 EZR1813
0.973218335 JRA1814
233.0311579 MBR1816
0.458751098 EBC1817
23.39663822 FBC1820
0.964594544 EEC1821
54.86220891 MscC1823
o CMR1828
87.93136114 BZS1829
o JAR1832
o GCCc1833
o MSA1837
o RCA1839
o JME1843
o RQP1844
15.57068405 RAV 1845
73.26582263 AZR1846
o PRR1847
14.05577051 cLcigas
o RMC1849
66.58056968 JAA1850
o MRV 1853
15.22803931 1AQ1858
3.346153086 EMT1859
32.01928824 JCN1862
o BCC1864
24.40700531 PGL1868
o RRM1877
o JGR1878
o AEG1879
126.9389488 ESC1903
4.429028403 MRP 1906
19.66874162 LsD1910
176.8414529 PMB1911
o CTVv1913
o scv1915
377.6733591 LRJ1916
o MLV1917
o MNR1917
o AVB1925
2.192479021 PDM1926
o ACD1927
o AMC1928
o PGC1930
o APD1932
1.552916298 FGB1936
410.0832706 FGT1937
o LED1942
o MBT1946
3.413839812 VDR1947
377.6733591 JJc1o48
o LRM1952
10.955222 JMC1953
o DCN1955
22.93274948 JGC1956

[hspA] (pg)

TUMOR
3.395909824
0.025463684
0.034468841
0.017127107

o
o
2.211840201

cooooo

0.020114531
o
0.016808837
o

o
6.582730988
0.028042503
o
0.066458282
o
103.7338043
1.308144757
0.204252157
0.062318752
0.007831855
0.238597024
o
0.130212935
0.126092411
o
0.02306014
1.696449793
0.031131756
o
0.009297059
0.085266661
0.007188266
0.355685375
42.04665933
0.007188266
0.029985473
0.005647878
o
1.848338422
0.032235362
1.728571571
10.69171995
o
52.09939704
0.02636636
0.008625021
0.010293633
9.055118622
0.03626922
o
0.023246267
o

o

o

o
3.332804157
o
0.024005923
0.017781841
0.167064538
0.083234883
o
0.048183385
0.790438313
o
0.040807865
o
0.006153551
o
0.230428438
0.200994448
o
1.203868607
0.046533783
0.015386272
0.122429911
o

cocoo

0.005156052
o

o
0.026793705
0.733301481
0.03456133
o

o

o
0.013101093
0.087348036
0.029270963
3.749863463

PROXIMAL
24.73466448
0.016189929
0.894131043
0.047925845

o

o
2.868394979
o
0.006286891
o

o

o
0.051109324
o
145.0076559
0.072992945
o
1.181497302
66.48678199
6.222530617
0.556435418
o
0.035978821
7.210645055
o
7.019989584
0.085724861
0.003748256
0.058908733
0.049491995
138.9218927
o

o
0.035499979
139.6684205
0.621053668
0.007383492
o
4.747082461
o
0.046409255
7.249393063
0.00635464
0.016763855
0.006776748
0.046161198
0.068630046
30.89573417
o
71.28418746
0.00635464
0.124748085
0.148483643
4.063763312
o
20.3945883
o

o
3.058928416
o

o

o
0.950972084
15.39287053
o
2.448932517
0.008978766
2.468698839
o

o
1.548720335
8.675088295
o
3.640944339
o
0.433695204
o
1.848338422
1.714731283
0.041803993
11.93333796
0.009782664
0.019064904
0.130212935

Oo0oo0oo0oO0O0OO0OOO

0.130562331
o
7.751678877
180.1589732
o
3.125211645
o
1.287280572

DISTAL
0.104526257
0.014121894

o

o

o

o
0.003678603
0.314436402
o
0.04214141
o

o
13.10671077
o
318.8143387
2.785079127
o
3.125211645
0.17911921
0.099604195
o
22.76299003
4.902210502
8.288766368
145.7868868
0.617734136
16.9064098
0.680294785
7.710246151
0.014661744
64.72881601
0.021393237
0.051109324
0.034840289
3.167366062
0.009652466
0.004607222
3.582873291
0.017311674
0.015181497
0.022631617
o
0.013313434
2.057463275
0.429071392
85.30322675
o
5.819329078
0.132678479
41.37603838
0.101490171
o
0.091910404
16.19687206
o
40.28202141
o

o
0.023122016
o
0.004390272
o
1.499711841
o
0.829498782
14.78642352
o
8.048009556
o
1.590781936
1.101982871
2.290248949
o
2.70418328
o
0.021052027
o
11.86955426
0.237321723
0.06557379
32.4224844
0.031383033
o
15.81092456
o

o

o
0.181049457
o

o

o

o
0.682120194
42.49976769
0.01559381
o
0.416608517
21.00469394
o
0.948427206
0.014121894
1.544575834



CAsO
MVS1706
L0L1707
SCV1709
YEI1710
ETS1716
FRC1717
LOF1719
EAS1720
MOD1731
TCS1734
FCD1735
ENB1736
AVF1743
RNV1745
EIH1746
JGA1748
GCR1749
APC1750
POA1751
0CT1752
JCC1753
TCA1754
WMR1757
MAV1758
MTL1762
PCC1763
AIV1766
VTP1767
ECC1768
w1772
Qvsi773
Mas1777
CGD1779
MCC1792
FGT1795
MDF179%
EAC1797
JHC1808
GFC1809
TVMI810
AED1811
DSV1812
EZR1813
JRA1814
MBR1816
EBC1817
FBC1820
EEC1821
MsC1823
CMR1828
BZ51829
JAR1832
MSA1837
IME1843
RAV1845
AZR1846
PRR1847
CLc1848
RMC1849
JAA1850
MRV1853
1AQ1858
EMT1859
JCN1862
PGL1868
RRM1877
JGR1878
ESC1903
MRP1906
LSD1910
PMB1911
CTv1913
SCV1915
LRI1916
PDM1926
AMC1928
FGB1936
FGT1937
LED1942
VDR1947
111948
LRM1952
IMC1953
DCN1955
JGC1956

[VAG] (pg)

TUMOR
1432948414
0.007310766
0.039232156
0.007879295
1.396103767

o

0000271832
0000190618
0
0.003938062
0.09574311
4.87138E-05
0
0.203126355
0.000100693

o

0.000124833

o

3.150971551
0.000780677
0.002770505
0.000355024
0.000182123
0.001078187
0001727879
1.078187163
0.055947393

o

10781.87163
1.02132371
10781871.63
0.001003131
0.003874467
0.14667482
0.004756645
0.156544461
2103143667
0.002198656
0.010805771
2.6933E-05
0.001551843
1237643984
0.005043763
0478273648
153355921
0.001608433
40.07395008
0019104008
0094504198
0.002301203
4.552380854
0.007310766
0.004328044
0

o

3418197565
0.003861872
0.00186225
0.005093274
0.121433175
0.048322014
0.002361934
0.01393016
0520526972
0
0001074122
113.9699985
0.206460423
0231382528
0
0.645318787
0.02945783
0
1.097169613
0.004710407

o

0010157521
0432353651
0.004664618

0.00703062

Y

0.024151283
0
0
0

PROXIMAL
7177733502
0.008060948

0.76687042
0.113407323
303022723
0.000236316
0.00080128
0050084139
0
0.00194277
6.470862305
0.000463676
0

7.3950404
0011163409
0.000250581
003455349
0.000107819
0104882379

Y

0.351023567
5.09858E-05
0.000107819
0006334935
0107818716
128.5619664
107.8187163
1078.187163
0.006849845
1078187.163
0.235180385
0.001536758
0.001785067
0.941479214

0.00177348
0013051907
7.918388409
245861E-05
0.008008624
0.001297394
0.002966574
0.794835334
10.20791763

o

39.42680793
0006523327
0050906208
0041735941
3.485634161
0.004015755
18.76615033

0
1.946061794

o

0865055458
17.41208293
0.002716904
1742115657
0.00290918
1.9587763
0.007676699
0.002488247
0.988603953
6407960664
0

0
0.46597605
3.451751179
1713982756
0
0.196618874
17.2428244
0
1103762737
0.004175769
3.12848E-05
5.945595688
9.848769619
0
19.96380074
213.6550779
0.001597993
0

0

0

DISTAL

0.134330512
0.00832774
0.000844131
0.00441343
0.001389211
0.214687173
0.000328336
1.15961438
0
10.61466867
15.99867225
0.044981577
0
0.033884989
5.58527€-05
0
0.260158739
0.048164929
0.146198008
1.648303431
0.024547697
0.059517939
0.041330236
0.010781872
0.002995695
10.78187163
0.00954816
0.017439318
107818.7163
2.1042394
107818716.3
0.00285289
8.787963187
0.002871535
0.006212373
0.006376324
0.000889274
0.022850746
1253868995
0.118696688
27.46791694
0
19.13638209
0044255183
22.88946943
0.017269795
1776485335
0.060102178
14.94127612
0.001785067
29.31621298
0.000411048
0.000222864
0.001567077
0.821141944
2641535428
0.000560057
5.662181234
0
5.151985822
0.000741047
3.732312962
0.604633444
3451751179
0

0

0
11.44012861
0.250189531
0
14.65220711
0.003054796
0
21.03143667
0122226553
0
0.371001868
9.22783533
0.001009685
0.300233488
28.37702069
0.000186322
0

0

0

CAsO
MVS1706
L0L1707
SCV1709
YEI1710
ETS1716
FRC1717
LOF1719
EAS1720
MOoD1731
TCS1734
FCD1735
ENB1736
AVF1743
RNV1745
EIH1746
JGA1748
GCR1749
APC1750
POA1751
0CT1752
1CC1753
TCA1754
WMR1757
MAV1758
MTL1762
PCC1763
AIV1766
VIP1767
ECC1768
w1772
Qusi773
Mas1777
CGD1779
MCC1792
FGT1795
MDF179%
EAC1797
JHC1808
GFC1809
TVM1810
AED1811
DSV1812
EZR1813
JRA1814
MBR1816
EBC1817
FBC1820
EEC1821
MsC1823
CMR1828
BZ51829
JAR1832
MSA1837
IME1843
RAV1845
AZR1846
PRR1847
CLC1848
RMC1849
JAA1850
MRV1853
1AQ1858
EMT1859
JCN1862
PGL1868
RRM1877
JGR1878
ESC1903
MRP1906
LSD1910
PMB1911
CTv1913
SCV1915
LRI1916
PDM1926
AMC1928
FGB1936
FGT1937
LED1942
VDR1947
111948
LRM1952
IMC1953
DCN1955
JGC1956

[cagA] (pg)

TUMOR
1334370364
0.029403871
0.037801144
0.015770136
2487971812
0.008746073
0005930224
0.023810042
0.008893782
0.014358353
16.12696558
0.017033069

o

4.382128339
0.140049595
0002384516
0.045906686

o

40.64828657
1515493016
0.144820013
0.085308114
0.005970084
0.197087211
0.007909935

0.05301843
0.045906686

o

0.01767235
0.932451904
0.038958031
0.007323446

0.01294225
0.246672931
0.006826017

0.33012468

18.1328552
0.005990114
0.021389993
0.012022838
0.006918087
1681313824
0.026415267
0718062079
18.56303144
002413119
2410534481
0029502525
0.420159712
0.027315033
4.294939574
0.511964773
0.010375318
0.001898814

o

2873401864
0012474076
0.019606007
0.010764721
0.002078541
0.085022852
0.004582066
0.029800476

0.21938552
1.738583317
0014358353
0012063176
0360163316
0554820139

o

2.633752049
0.175285063
0.030202431

133884734
0032403358
0.003516756
0011510554
6023916838

0.00319122
0.021034746

o

0.107488682
0.649414259
0.048272082

2.95143857

PROXIMAL
0.269118143
0.040555809
0.772973821
0.008864042
5.044072656
00032888386
0007752556
0176463242
0354181697
0.004582066

97.7611754
0.10605815
0.883795288
55.87739131
3352056266
0043365715
1.750269209
0.011094171
4382128339
3555128864
5.806007263
0.029700826
0.008206809
003123119
0.019606007
2746917221
0006030377
0003516756
0.022948735
80.23072976
0.295579156
0.006535166
0.009289604
2.463096564
0008429692
0032079382
4861607991
0008893782
0.01614426
0.013700588
0.023970081
1.915936044
8.914061847
0.001775779
34.84394447
0029700826
0058231461
0.088509877
2.88304248
0.010100992
15.64806378
0.003065495
0.987087997
0.00737267
2190624316
8766016442
0012770006
2.825680191
0.010203003
0.021751239
0.027683463
0.033845486
1163147574
0.251680477
2538478504
0.00960603
0581457037
3.572317702
1102452941
0.185555717
36.76224893
0.0440981
0.029403871
15.08200953
0021389993
0003096454
3.693999223
0.000614127
0.006987954
16.56494653
131.2736578
0.003773031
1.26051192

o

2555540893

DISTAL
98.7484828
0.027963043
0.00538128
0.007422226
0.003148749
0.413181668
0.005870932
2.991248116
137318289
18.43909303
222.1064417
5.375515388
2.95143857
0
0.165582897
00026901
1126944975
3318541726
4.209485556
114.8129009
0.886760529
10.82546705
0.113786874
2.624945036
0.013792677
18.01178891
0021678505
0044394505
0.062684545
2350260625
0.009446492
0.00488315
14.29500964
0.011626802
0.011433703
0.016471995
0.007675044
0
120680254
0.386409324
4331925903
0.846137495
86.6559141
0096887532
23.94440244
0031758646
2021416314
0.110407892
7.242457472
0.004285168
24.67720989
0.004706507
0.014649832
0.00783085
1525679406
13.96373974
0.009833919
8.854545993
0.013473048
8.008038011
0.019937124
2318981773
0.671534832
2.508700302
2.723463822
0.00085847
0.015982847
5.834319756
0440331567
1.828165858
5087510224
0.02713266
0.024050503
2216902218
0.007936474
0.00105661
0.747511815
12.79912448
0.063743197
0.163927366
7.464109558
0.006383721
0.696738711
0.20041573
5.129259786

VIRULENTOS

CAsO
MVS1706
L0L1707
SCV1709
YEI1710
ETS1716
FRC1717
LOF1719
EAS1720
MOoD1731
TCS1734
FCD1735
ENB1736
AVF1743
RNV1745
EJH1746
JGA1748
GCR1749
APC1750
POA1751
0CT1752
JCC1753
TCA1754
WMR1757
MAV1758
MTL1762
PCC1763
AIV1766
VTP1767
ECC1768
w1772
Qusi773
Mas1777
CGD1779
MCC1792
FGT1795
MDF17%
EAC1797
JHC1808
GFC1809
TVM1810
AED1811
DSV1812
EZR1813
JRA1814
MBR1816
EBC1817
FBC1820
EEC1821
MsC1823
CMR1828
BZ51829
JAR1832
MSA1837
IME1843
RAV1845
AZR1846
PRR1847
CLC1848
RMC1849
JAA1850
MRV1853
1AQ1858
EMT1859
JCN1862
PGL1868
RRM1877
JGR1878
ESC1903
MRP1906
LSD1910
PMB1911
CTv1913
SCV1915
LRI1916
PDM1926
AMC1928
FGB1936
FGT1937
LED1942
VDR1947
111948
LRM1952
JMC1953
DCN1955
JGC1956

[VA1] (pg)

TUMOR

1.65383282
0.055613041
0.091340101
0.030520408
1915955276
0010257105
0010466333
0021097428
0012994392
0.013413341

o

0.045444291

o

4.435633453
0.032333052
0.014374893
0104905146
0.050272211

o

1.803334002
0.169831224
0.112750185
0.013608212
0.187873791
0015947995
0.121883067
0.160310202
0
0041437078
115983147
0.081385818
0.073995569
0.010436184
0.378705121
0051149913
0728938779
4407572338
0.082806732
0.067470746
0.025669724
0.011314117
5.603172287
0.071891497
1.803334002
35.19488732
0057571888
44.84524095
0.135611859
0.820458516
0.039454015
7.898041633
0.055613041
0.072935946

o o

5.987545268
0.023004568
0.053566097
0.077939291
0.378705121
0.186254915
0.023137675
0.097605956
0.613086742
3741444768
0.020675679
0032992592
0638353712
0404683979

o

6.700523654
0.201923409

0.07127202
4892732709
0.139178785

005942805
0050272211
15.96640776
0.211461725
0.042896608

o

0.270222416
3.451122784
0.066121969
3624585354

PROXIMAL
0.352355217
0.062235271
0.897209806
0.028315031
3.839853967
000261329
0012480055
0.220812703
0330688195
0.024724901
60.71029459
0.080917619
0.813388768
4696360836
5.198292184
0.130997752
1.634859106
6435307161
8636878354
3199901111
6.283495148

0.07485434
0.026269013
0.085971062
0049125325
102.3346128
0032147046

o

0.06574158
103.5222794
0.792542939
0.046639587
0.056583989
3.343331219
0.024867962
0.126906199
11.86224461
0.085971062
0.083045952
0.058240051
0.083285862
3.066160174
28.26606459
0.009515936
74.08072497

0.05325794

0.14408105
0.251420625
5335020052
0.012808311
25.47791408

Y

2.23891489

0.01974307

257141924
20.16905464
0037892368
3.952236244
0.043394454
0.750272871
0.081385818
0.100752847
2.232465549
0.033279354
12.06934741
0073146649
2018069442
9582046656
1.955037531
0.529210148
76.46942906
0.081620933
0.073995569
28.10345465
0.127640493
0010834986
2978973569
28.84264462

0.05325794

Y

276.0528483
0.027430646
0.806379938

o o

DISTAL
71.56044199
0.049983004
0.005437567
0.013766145
0.007151917
0.300660012

0
2.685129102
18.33760108

0
2.732008742
2462524763
2434273274
0.159387965
0.138378112
0033087904
18.02293878
68.52999997

4.53918832
158.1969827
0.815738556

21.0609436
0.0973247%
4.247793222
0035975017
38.37639224
0051893026
0.076161222
0.053566097
3.066160174
0.091603972
0.063872211
15.87455568
0.056747454
0076601899

0.09845432

0

0
4.247793222

0.75461404
45.89220369
0
99.71194348
0.23869876
56.81297177
0044152077
4,93525898
0285446637
16.8173652

0
51.80328541
0.014541724
0.039340365
0.032333052
2427261191
29.43098591

0
8.152680558

0
6.876763905
0.035871388
7.920858181
1525501639
0.057905006
1110074285

0
0.129868967
14.81268974
1123605564
5.554890724

87.3207615
0.099596953
0.017591462
45.36570216
0.09845432
0
0.472898818
216273724
0.198458524
0.69205453
24.18873349
0.026882292

0
0.072725849
4474186744

CASO
MVS1706
L0L1707
SCV1709
YEI1710
ETS1716
FRC1717
LOF1719
EAS1720
MOD1731
TCS1734
FCD1735
ENB1736
AVF1743
RNV1745
EJH1746
JGA1748
GCR1749
APC1750
POA1751
0CT1752
Jccrs3
TCA1754
WMR1757
MAV1758
MTL1762
PCC1763
AIV1766
VTP1767
ECC1768
wim
Qusi773
Mas1777
CGD1779
MCC1792
FGT1795
MDF17%
EAC1797
JHC1808
GFC1809
TVM1810
AED1811
DSV1812
EZR1813
JRA1814
MBR1816
EBC1817
FBC1820
EEC1821
MsC1823
CMR1828
BZ51829
JAR1832
MSA1837
JME1843
RAV1845
AZR1846
PRR1847
CLC1848
RMC1849
JAA1850
MRV1853
1AQ1858
EMT1859
JCN1862
PGL1868
RRM1877
JGR1878
ESC1903
MRP1906
LSD1910
PMB1911
CTv1913
SCV1915
LRI1916
PDM1926
AMC1928
FGB1936
FGT1937
LED1942
VDR1947
1IC1948
LRM1952
JMC1953
DCN1955
JGC1956

[B1-F1] (pg)

TUMOR
79.83065204
0.386736364

0
0
0
2.03336E+16

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0570574007
0.656057139

o

980.2539856
7.779526871
0.679358614

o o o

0.066203751
0
0
0542823355

0
0
0
0
0
0

10.23404223
0
0097674134
0
0.131734739

0
0
0
0
0
0

521805.9011
0
0
0
2276.575501

cococooocoocoocoocooooo oo o oo oo

60.98752414
0.481604156

cococoocoooooo oo

11.70877718

PROXIMAL
0

cocoocooooooo o oo

16.10993072
0.188627589
71373.33822

0.39848051
92038.31216
0.276908853
0.276908853
0.379099863
1.129703199
0.274161299
1.146727944

o o

0394526694
0.732114947
0
0
0
0
0
0
0
0074619253

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

29237.42431

cocoooooooooo

7.0785€+17
0
0
0
0
0
0

4511533594

cocoocooooooo o oo

DISTAL
187.2594784

0
0
0
0
0

9.53833E+16
0
0
2.88005E+15
0
0
9.22404E412
0
0
0336345272
0079220038
7364349333
0343120535
14016423.72
1.205351892
2.870014058
0.112868979
0.281081899
0.238438547
1.022486169
0.841800067
1501028953
0
0
10.18314338

cocoocooooooooooo

1137389537
0

0

0
20015.7943

cococoocoooooooo0o o000 oo

22672.86877

cooooooooooooo



Anexo 9. Informacién de los cebadores usados en el estudio.
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