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1. RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa asociada a patologias como
gastritis cronica y cancer gastrico. Los métodos "gold standard" para su
diagndstico incluyen analisis histologico y prueba rapida de ureasa, ambos
basados en biopsias gastricas obtenidas por endoscopia. Aunque confiables, son

invasivos, incbmodos y complejos, lo que limita su aplicacion masiva.

Dada la alta prevalencia de H. pylori en Chile, es necesario desarrollar métodos
diagndsticos menos invasivos. Estudios sugieren que este patégeno podria estar
presente en la cavidad bucal. Asi, se plantea la hipotesis de una correlacidon entre

Su presencia en saliva y biopsias gastricas.

Este estudio buscé determinar la presencia de H. pylori y marcadores genéticos
en ambas muestras mediante PCR en tiempo real (QPCR). Debido a la baja
sensibilidad inicial, se implementd Nested PCR, detectando H. pylorien 37 de 77
pacientes (48,1%). De estos, 8 (21,6%) presentaron el gen cagA, pero no se

detecto el genotipo vacAs1m1.

Los resultados confirman la deteccion de H. pylori en saliva y biopsias mediante
técnicas moleculares, aunque es necesario mejorar la sensibilidad. Validar esta
metodologia podria facilitar un diagnéstico menos invasivo y de mayor alcance

poblacional, contribuyendo a un manejo mas efectivo de la infeccion.



2. INTRODUCCION

2.1 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) corresponde a una bacteria helicoidal Gram
negativa identificada en 1982 por Warren y Marshall, quienes descubrieron que
la presencia de una infeccion bacteriana en el epitelio gastrico (principalmente en
la zona del antro) era la causante de la gastritis crénica y aislando con éxito el
microorganismo responsable [1]. Este hallazgo derriba la visién antigua en donde
se asumia que el estdbmago, al poseer un pH acidico, lo convertia en una zona
estéril. Es por ello que Warren y Marshall destacan en su trabajo la importancia
de ver al estbmago como un érgano no estéril, y que las bacterias presentes en
este deben ser reconocidas e investigar su importancia. Gracias a este trabajo,
el microorganismo aislado fue reconocido primeramente como Campylobacter

pylori, siendo re-clasificado como Helicobacter pylori en 1989 [2].

En muchos paises, la tasa de incidencia de infeccion por H. pylori ha disminuido
en el tiempo, siendo relacionado con la mejora en la calidad de vida. Sin embargo,

en paises en vias de desarrollo esta incidencia sigue siendo alta, debiéndose
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posiblemente al estatus socioeconémico y nivel de higiene [3]. Este
microorganismo posee una prevalencia del 40-50 % en paises desarrollados y un
70% en paises en vias de desarrollo (Figura 1) [4]. En Chile, la prevalencia de
infecciones causadas por H. pylori varia entre el 40% al 70% segun la

organizacion mundial de gastroenterologia [5].

<40%
40-49%
W 50-69%
m >70%
Data not available

Figura 1: Mapa global de prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori en
adultos durante los afios 1970-2016 [3].

H. pylori es capaz de colonizar selectivamente el epitelio gastrointestinal,
causando un dafo progresivo en este, ya que posee la habilidad de metabolizar
urea a amoniaco por medio de la via ureasa, generando un ambiente neutro que

permite el desarrollo de H. pylori [6]. Las infecciones causadas por este
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microorganismo generalmente son asintomaticas, pero cuando esto es
persistente en el tiempo se ha asociado a patologias como el cancer gastrico,
gastritis crénica, ulcera péptica y tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) [7]
Debido a su capacidad patogénica a nivel gastrico es que ha sido designado
como un carcindégeno de grupo 1 por parte de la Agencia de Investigacion sobre

el Cancer de la OMS [8].

2.2 Patogenicidad de H. pylori

2.2.1 Genes de patogenicidad

H. pylori tiene la capacidad de sobrevivir por multiples vias en el hospedador, a
través de variados genes de patogenicidad, siendo estos los principales

responsables de la colonizacién y supervivencia de la bacteria en el estbmago

9.

2.2.1.1 BabA

Uno de los primeros mecanismos que posee este patdogeno para iniciar la
colonizacion y el ingreso a las células epiteliales gastricas consiste en producir y

expresar OMPs (outer membrane proteins). Existen diversos genes que son parte
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de las OMPs, pero en el caso particular para H. pylori se ha descrito una familia
que se denomina como HOP (Helicobacter outer membrane proteins),
correspondiente a una familia de adhesinas expresadas en la membrana externa
de la bacteria, con la capacidad de unirse a mucinas y receptores de membrana
de las células epiteliales gastricas. Existen variadas adhesinas que son miembros
de la familia HOP, destacandose principalmente la adhesina de union al antigeno

de grupo sanguineo o BabA [10].

La adhesina BabA corresponde a una proteina en la cual su tamafo varia de 75-
80 kDa y codificado por el gen del mismo nombre, babA. Esta proteina fue
inicialmente descrita cuando se descubrié que H. pylori tenia la capacidad de
unirse a antigenos de grupos sanguineos fucosilados marcados [11].
Concretamente, BabA tiene la funcion de mediar la adhesion de H. pylori a través
de la unién al antigeno de Lewis b (LeP), el cual es especifico del epitelio gastrico,
y a mucinas [10] . Sumado a esto, se ha visto que el gen codificante de esta
proteina posee 2 variantes: babA1y babA2, pero se ha descrito que sélo este
ultimo seria funcionalmente activo [12]. Esta unién BabA-Le® permitiria el anclaje
de la bacteria al epitelio gastrico, dandole la oportunidad a este para liberar hacia

la ldmina propia otras proteinas virales que continuaran este proceso infeccioso.
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2.2.1.2 CagA

CagA es una proteina de 120-140kDa, la cual es codificada en una region del
genoma de H. pylori, especificamente en la isla de patogenicidad (PAIl) del “gen
asociado a la citotoxina”, o cag PAI. Este ultimo es un segmento de ADN de 40
kb, el cual se cree que se incorpord en el genoma de H. pylori mediante un
proceso de transferencia horizontal. El gen cagA que codifica a la proteina CagA
esta localizado en un extremo de esta cag PAI, un segmento de ADN de 40 kb
[13, 14]. En este sentido, H. pylori se puede subdividir en 2 clases de cepas: las
que son cagA positivas (cagA+) y las que son cagA negativas (cagA-), siendo las
mas virulentas las que presentan este gen. Muchos de los genes presentas en la
cag PAI codifican un sistema de secrecién de tipo IV (T4SS), definida como una
estructura de pilus similar a una jeringa [15, 16]. El T4SS es el responsable de
transportar la proteina CagA y ciertos metabolitos hacia el citoplasma de las
células epiteliales gastricas del huésped mientras ocurre la adherencia
bacteriana en el estdbmago [17, 18]. Aproximadamente, un 60% de la poblacién
en paises occidentales es considerada como cagA, mientras que en poblacion
de paises pertenecientes a Asia Oriental las cepas son todas consideradas como

cagA+ [16, 18].
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2.2.1.3 VacA

La citotoxina vacuolante A o VacA, corresponde a una toxina que se produce
como un precursor con un tamafno de 140kDA, el cual posteriormente se somete
a un procesamiento proteolitico para producir esta citotoxina de 88kDa.
Asimismo, VacA puede volver a pasar por un procesamiento proteolitico para
finalmente formar 2 fragmentos, uno N-terminal de 33kDa (dominio p33) y otro C-
terminal de 55kDa (dominio p55) [19, 20]. Cada fragmento cumple con una
funcion en particular, el dominio p33 posee una actividad formadora de poros,
importante en el proceso de formacion de vacuolas que realiza la toxina, mientras
que el dominio p55 se encarga de mediar la union receptor-células diana en la
zona apical de la membrana de las células epiteliales gastricas, permitiendo el
ingreso de la toxina. Sumado a ello, realiza el ensamblaje de moléculas de VacA
en estructuras oligoméricas, necesarias en el proceso de formacién de vacuolas

[9, 21, 22].

Todas las cepas de H. pylori poseen el gen vacA, pero existen diferencias en la
actividad de la toxina en las diversas cepas. Dicha diferencia se debe a la alta
variedad alélica presente en el gen vacA, el cual se ha categorizado en 3 regiones
principales y corresponden a las mas estudiadas: regidn sefal (s), regidon media
(m) y region intermedia (i) [19, 23]. Estas regiones pueden subdividirse cada una

en distintas familias, en el caso de la region s del gen vacA puede ser de tipo s1
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(s71a, s1b y s1c) o s2. La region s7 corresponde a las mas secretada y se le ha
asociado con la aparicidon de ulceras pépticas [24] . Para la region m este puede
ser del tipo m1 o m2, siendo la m71 la que se encuentra asociada en la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), en procesos de apoptosis
y autofagia [19]. La region j, de igual manera que la m, puede ser de tipo i1 0 i2,
siendo sefalada en algunos estudios como un importante marcador
independiente de la toxicidad de H. pylori, debido a que la presencia de la regidon
i1 genera un mayor riesgo de atrofia y adenocarcinoma gastricos en los pacientes

[25].

Dada la alta variabilidad alélica que puede presentar este patdgeno, es posible
la generacion de diferentes combinaciones entre las distintas regiones
previamente descritas, causando una variacion en la capacidad citotdxica del gen
vacA. Especificamente, se ha reportado que el genotipo conformado por las
regiones s7Tm1i1 corresponderia a la cepa mas virulenta de H. pylori, mientras
que los genotipos que presentan las regiones s2, m2 o i2 dentro de su
combinatoria alélica tendrian una menor toxicidad. En el caso particular de las
cepas que poseen el genotipo s2m2, se ha descrito que su capacidad de

virulencia es baja o casi nula [19, 20] .
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Por lo tanto, el determinar la variabilidad presente en el gen vacA permite
establecer una base para la identificacién de los genotipos de H. pylori mas

asociados a cancer.

Cada gen de virulencia previamente mencionado desempenia distintas funciones,
las cuales en conjunto van a ayudar a la bacteria a colonizar e infectar
exitosamente el epitelio gastrico. Por consiguiente, estos genes son los que

componen el mecanismo de patogenicidad de H. pylori.

2.2.2 Patogenicidad

El mecanismo de patogenicidad de H. pylori ha sido ampliamente estudiado,
destacandose por su alta complejidad y variabilidad segun cuantos genes de
virulencia exprese el patéogeno (Figura 2), permitiendo entender cémo puede

llegar a causar patologias gastricas en la poblacién.

La colonizacién e infeccién puede ser dividida en 4 etapas: (i) adaptacion al
ambiente acidico propio del estbmago, (ii) movilizacion y penetracion al epitelio
gastrico, (iii) adhesion y colonizacion de las células epiteliales gastricas, (iv) dafio

al tejido y generacion de una respuesta inmune [26].
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Como primera etapa, para que la bacteria pueda acercarse al epitelio gastrico
esta debe primeramente sintetizar ureasa, la cual tiene la funcién de hidrolizar la
urea en amoniaco y dioxido de carbono, neutralizando el pH acidico por un breve
periodo de tiempo. Esto permite la supervivencia y colonizacion de la bacteria en
el estdmago [27]. Asimismo, se ha descrito que la ureasa producida por esta
bacteria conduce a las células endoteliales a ser dependientes de ROS,

permitiendo asi el desarrollo de la infeccién de H. pylori en el huésped [28].

Para que la bacteria pueda hacer ingreso a las células epiteliales gastricas,
primero debe adherirse a dichas células. Para ello, este produce y usa una
variedad de proteinas de la membrana externa (OMP por sus siglas en inglés),
en la que se destaca BabA. Como se describié en el capitulo anterior, H. pylori
es capaz de expresar la adhesina BabA, la cual se destaca por su unién a
receptores presentes en el epitelio gastrico, especificamente al antigeno Le® [29].
Esta unidon de la bacteria al epitelio permite el desarrollo de la colonizacién e
infeccion, dado que de esta manera el patdbgeno es capaz de liberar sus otras

proteinas virulentas a la lamina propia del estébmago [4, 12].

El gen vacA va a inducir alteraciones de las uniones estrechas, conduciendo a la
formacion de grandes vacuolas en las células [30]. La formacién de estas

vacuolas genera diversos efectos en las células epiteliales gastricas, donde se
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destaca principalmente la induccidén a apoptosis de dichas células, el ingreso de
antigenos propios de la bacteria, causando de esta manera una respuesta del
sistema inmune a través la activacion de monocitos/macrofagos extravasados
[26, 27]. Estas células al activarse causan la liberacion de diversas citoquinas
pro-inflamatorias (IL-8, IL-6, IL-12 e IL-13) las cuales en consecuencia inducen la
activacion de células Tu1 CD4+, y por consiguiente, la liberacion de mas
citoquinas pro-inflamatorias [4]. Sumado a esto, se genera dafo tisular en las
células epiteliales gastricas debido a la liberaciéon de ROls (Intermediarios
reactivos de oxigeno) [27, 31]. Todo esto en conjunto provocara la inflamacion

en la zona gastrica afectada.

El gen cagA va a ser secretado hacia el citoplasma de las células epiteliales
gastricas con la ayuda del T4SS [4, 27]. Una vez secretado, este gen para por un
proceso de fosforilacion de tirosina, ya que de esta manera la forma fosforilada
de CagA puede interaccionar directamente con otras moléculas presentes las
células huésped [4]. Especificamente, la CagA fosforilada va a causar una
desregulacion en la transduccion de sefiales en las células epiteliales gastricas,
teniendo diversas consecuencias a nivel inmunoldgico [32]. Por ejemplo, se ha
reportado que la union de CagA a Sh2 (dominio de homologia de src) desregula
las funciones de dicho dominio y de la via Ras-ERK, provocando diversos efectos

como proliferacion y movimiento anormal de las células epiteliales gastricas [33,
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34]. También se ha reportado que la translocacién de precursores metabolicos

de lipopolisacaridos (LPS) como la HBP o B-ADP-heptosa generan una activacion

de la via de senalizacion ALPK1-TIFA, induciendo procesos oncoldgicos en las

células [35]. La activacion de la via ALPK1-TIFA, y por consiguiente la activacion

de la via NF-kB, genera un aumento de la respuesta inflamatoria, debido a que

induce la liberacion citoquinas pro-inflamatorias, provocando quimiotaxis y el

posterior reclutamiento de neutréfilos, amplificando la respuesta inflamatoria [27,

30].
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Figura 2: Mecanismo de patogenicidad e infeccién de H. pylori. Los aspectos
clave de la colonizacién bacteriana incluyen la motilidad flagelar, la actividad de
la ureasa, los mecanismos de adhesion y el dafio al epitelio gastrico por
vacuolizacion. La isla de patogenicidad de H. pylori ejerce un papel clave en la
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inflamacion, compone un sistema secretor tipo IV (T4SS) y promueve la inyeccion
intracelular del antigeno del gen A asociado a la citotoxina (CagA). La respuesta
inmunitaria del huésped se caracteriza por una invasion mucosa inicial con
células polimorfonucleares, seguida de la activacién del sistema inmunitario
innato y adaptativo con interacciones complejas de células T cooperadoras 1
(TH1), TH17 y células T reguladoras (Treg). Leb, antigeno del grupo sanguineo
Lewis b; sLex, antigeno sialil-Lewis x [4]

El mecanismo de patogenicidad de H. pylori es un sistema altamente complejo,
que para su éxito requiere de sus diversos factores y genes de virulencia los
cuales le ayudan a aumentar la tasa de éxito de colonizacién e infeccion. La
variabilidad en la patogenicidad de esta bacteria radica en que tantos factores y
genes secretados por este se encuentren involucrados en todo el mecanismo de

accion.

2.3 Métodos de diagnéstico

La deteccion de H. pylori puede realizarse mediante diversos test, los cuales
corresponden a técnicas tanto invasivas como no invasivas. En la actualidad no
existe un solo método el cual sea definido como gold standard, sino mas bien es
la combinacion de estos meétodos la que permite realizar un diagnostico mas

certero y confiable [36]. Dentro de las técnicas invasivas podemos encontrar el
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cultivo, el test rapido de ureasa y el analisis histolégico. Estos dos ultimos, en

conjunto, se consideran como un “Gold Standard”.

En particular, el test de ureasa corresponde a un test rapido cualitativo para
detectar H. pylori en biopsias gastricas basado en la actividad de la enzima
ureasa, en donde este al hidrolizar la urea a amoniaco genera un aumento del
pH vy, por lo tanto, un cambio en la coloracion del test de amarillo (negativo) a
rosado (positivo). El método de uso consistia en transferir la muestra de biopsia
directamente al papel del test, sellarlo y esperar un cambio de coloracion (Figura

3).

2 - “a -* O
> > . e > - —
/ E & =

Peel the label Transfer the biopsy specimen onto the Re-seal and Record the date, time, and patient info.
paper with the specimen pick enclosed squeeze Then read the result

Figura 3: Esquema test rapido de ureasa (HelicotecUT® Plus). Extraido desde
manual de uso del fabricante. Extraido de Strong BioTech Corporation.

Para la aplicacién y andlisis a través de estas técnicas es necesario realizar la
toma de muestra a través de endoscopias y obtener muestras de biopsias

gastricas, por ello su clasificacion como técnica invasiva. Estas técnicas tienen
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ciertas limitaciones como la posibilidad de generar falsos negativos, siendo
posible en casos de pacientes que se encuentren en tratamiento con inhibidores
de la bomba de protones (IBP) o antibidticos, generando una disminucion de la
carga bacteriana [37]. Asimismo, la endoscopia corresponde a un procedimiento
en el cual, tanto la preparacion previa como el examen propiamente tal, no es un
proceso comodo para los pacientes. Sumado a esto, las biopsias pueden
presentar sesgo de muestreo, ya que H. pylori no presenta una distribucion

uniforme en el estdmago [38].

Por lo tanto, dentro de la busqueda de métodos de deteccién que eviten la
aplicacién de una endoscopia para la toma y analisis de muestra, es que existe

la otra categoria de las técnicas no invasivas de diagnéstico de H. pylori.

Dentro de estas técnicas encontramos la serologia, antigeno en deposiciones y
la prueba de aire aspirado. La ventaja mas evidente, en comparacion con los
meétodos invasivos radica en que no requieren de una muestra de mucosa
gastrica y, por lo tanto, no es necesaria una endoscopia. En la serologia, una
desventaja es que este no es capaz de detectar una infeccién activa, ya que se
ha visto que puede dar positivo en pacientes que presenten erradicada la
bacteria. En el caso de antigeno en deposiciones, su desventaja radica

principalmente en que disminuye su sensibilidad en pacientes que se encuentren

23



en tratamiento antibiético. Sumado a esto ultimo, también se debe tener
precaucion en pacientes con cuadro diarreico, ya que esto disminuye la carga
patogénica y su concentracion antigénica. Finalmente, la prueba de aire aspirado
es un método diagndstico con una alta sensibilidad y especificidad, pero que
también puede presentar falsos negativos si el paciente se encuentra en

tratamiento antibiético [36, 38, 39].

Dentro de la busqueda de nuevos métodos diagndsticos que no sean invasivos
para el paciente, surge la premisa de la posible presencia de este patdgeno

bacteriano en la cavidad oral [40—42]

2.4 H. pylori en la cavidad oral

Existen diversos estudios los cuales han investigado si la cavidad oral,
especialmente saliva y placa dental, puede formar parte de un reservorio extra-
gastrico y entregar las condiciones éptimas para que H. pylori sea capaz de
sobrevivir en este ambiente y posteriormente bajar al sistema gastrointestinal,
causando enfermedades en esta area. Especificamente la placa dental
corresponde a un ambiente propicio debido a la presencia de urea, por lo que

microorganismos productores de ureasa sobreviven en dicho lugar [43].
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En otro estudio, se concluyd que existe una correlacion entre la presencia de este
microorganismo en la mucosa gastrica y en la cavidad oral. Asimismo, se sefala
que las técnicas de diagnodstico molecular, especificamente PCR, seria la mas

adecuada para detectar concentraciones minimas de H. pylori [44].

En este sentido, un articulo concluyé que un test de Nested PCR utilizando
muestras de saliva podria ser un método confiable y reproducible, ya que fueron
capaces de amplificar repetidamente ADN proveniente de H. pylori a partir de
muestras de saliva positivas, sefialando que esta técnica molecular podria servir
como un método de diagndstico auxiliar en muestras controversiales (pacientes
con sangrado o que se encuentren medicados con inhibidores de la bomba de

protones) [45].

También se han establecido estudios comparativos entre Helicobacter que esta
presente en muestras de biopsias gastricas y de saliva, dado que existe la
interrogante si el mismo genotipo de este patdégeno pudiese estar presente tanto
en el estbmago como en la cavidad oral. Una investigacion realizada en Chile
sefala que existe una variedad de genotipos de virulencia de H. pylori en el

estébmago y cavidad oral, identificando siete combinaciones diferentes [42].
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Aun habiendo diferentes estudios que confirman la presencia del patégeno en la
cavidad oral, existe una incertidumbre con respecto a si la saliva es una muestra
fiable para la deteccion de la H. pylori, ya que su concentracion de ADN puede
verse alterada por diversos factores. Sin embargo, es importante ampliar las
investigaciones en torno a este patdbgeno, mas aun correlacionar la presencia de
este en saliva y estbmago, ya que las enfermedades causadas por H. pylori

siguen teniendo un alto porcentaje de prevalencia a nivel mundial.
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3. PROBLEMA

Dada la alta prevalencia y patogenia de H. pylori se hace necesario buscar otros
meétodos de deteccion que ademas se pueda aplicar de forma masiva. En este
contexto, se ha visto que este patdégeno se encontraria asociado a componentes

de la cavidad bucal.

4. PREGUNTA

¢, Cual es la correlacion entre la presencia de H. pylori en saliva y biopsia gastrica

detectada por métodos de diagndstico molecular?

5. HIPOTESIS

Existe una correlacion positiva entre la presencia de H. pylori por métodos de

diagnostico molecular en muestras de saliva y biopsia gastrica.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de H. pylori en muestras de saliva a través de PCR en

tiempo real.
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6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia, por PCR en tiempo real, de marcadores
genéticos de H. pylori y sus genes de virulencia, en muestras de saliva y
biopsias gastricas.

2. Validar la deteccion por PCR en tiempo real de H. pylori en muestras de

saliva.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencion muestras de saliva y biopsias gastricas

Todas las muestras de saliva y biopsia gastrica fueron recolectadas previa
explicacion y firma del consentimiento informado (Anexo 12.3) por parte del
paciente y de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Este estudio, junto con su
respectivo consentimiento informado fue aprobado por el comité ético cientifico
de la Universidad de Concepcién y por el comité de ética del Servicio de Salud

Talcahuano (Res N° 2308308150).

En el presente estudio participaron 77 pacientes, de los cuelas 52 fueron mujeres
(67,5%) y 25 hombres (32,5%), quienes asistieron a la Unidad de Endoscopia del
Hospital Las Higueras para realizarse un examen de endoscopia digestiva alta

(EDA).

Una vez realizado el ingreso del paciente a la sala de espera previo al examen,
se procedio a la lectura y explicacién del presente estudio por medio del

consentimiento informado respectivo, siendo voluntaria la participacion de este
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trabajo de investigacion. En el caso de querer participar, se solicité la firma de

dicho consentimiento, entregandole una copia de éste al paciente.

Posterior a la firma del documento, se le explicod al paciente como se realiza la
toma de muestra de saliva, consistiendo en la estimulacién de la salivacién, a
través de movimientos con la lengua por toda la cavidad oral y depositando la
saliva acumulada en un tubo falcon de 15 mL. Es importante mencionar que se
le informo al paciente evitar tocar la parte del superior del tubo con la mano y solo

manipularlo desde la parte inferior, para asi evitar contaminacion.

Se recolect6 una cantidad aproximada de 1-4 mL de saliva por paciente, la cual
fue rotulada y refrigerada inmediatamente a -20°C hasta su posterior transporte.
Una vez finalizado este paso, se le entregaba un vaso con 10-20mL de
Simeticona al 2%, un farmaco que se administra al paciente previo al examen y
que su funcién consiste en disminuir la cantidad de burbujas en el tracto
gastrointestinal, causando ademas una disminucion en la produccidon de saliva
en el paciente. Por lo tanto, todas las tomas de muestras de saliva debieron

realizarse antes de la ingesta de dicho farmaco.
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Una vez el paciente hizo su ingreso a pabellon, se le solicitd al personal médico

pertinente la muestra de biopsia junto con el resultado de test de ureasa. Esta

muestra corresponde a la obtenida durante el examen EDA, la cual se extrae

desde la zona del antro del estomago y se deposita directamente en el test de

ureasa realizado al paciente. El tamafo promedio de la muestra correspondia a

0,4 a 1 g aproximadamente.

El tiempo requerido para observar los resultados del test de ureasa era variable,

pudiendo verse en algunos casos de manera inmediata el cambio de coloracion

y en otros se debié esperar hasta 1 hora aproximadamente para validar el test

(Figura 4).
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Figura 4: Resultados biopsias gastricas en test rapido de ureasa HelicotecUT®
Plus. (a) Resultado negativo, (b) Resultado positivo, (¢) Resultado ambiguo,
validacion a criterio del personal médico correspondiente.
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Una vez validado el resultado del test, se procedié al retiro de la muestra de
biopsia, procurando retirar la muestra con material estéril y depositandola en
tubos eppendorf que contenian 200 uL de solucion RNAlater™ (Thermo Fisher
Scientific) para evitar la degradacion del material gendmico y refrigeradas

inmediatamente a -20°C hasta su posterior traslado y procesamiento.

Todas las muestras se recolectaron y almacenaron a -20°C, para luego
trasladarlas a las dependencias de la universidad en un bolso isotérmico, el cual
contenia ice packs para permitir el mantenimiento de bajas temperaturas de las

muestras.

7.2 Extraccion material genémico

Para la extraccion del ADN desde las muestras de biopsia gastrica, se utilizé el
protocolo del kit Omega Bio-Tek (R6834-02), al cual se le realizaron

modificaciones para optimizar el proceso de extraccion desde tejidos.

» Protocolo purificacion ADN desde tejidos:

1. Se extrajo la muestra de tejido o retirar del almacenamiento. Luego, se

determind el peso del tejido y se cortd con la ayuda de tijeras quirurgicas.
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8.

9.

Se agrego el tejido a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se adicioné 300uL de
buffer TRK

Se anadié 50 pL de proteinasa K y se incubé a 60 °C por 2 horas. Se
realizd vortex ocasionalmente durante la incubacion para dispersar la
muestra.

Finalizada la incubacién, se centrifugd la muestra por 1 minuto y se

recupero el sobrenadante, traspasandolo a un eppendorf nuevo.

. Se anadié al sobrenadante 1 volumen (350 uL aproximadamente) de

etanol al 70%.

Luego, se insertod la mini columna HiBind RNA en un tubo colector de 2 mL
y se transfirié la muestra (700 yL) a dicha columna.

La muestra fue centrifugada a 10.000 rpm por 1 minuto.

Luego, se descarto el filtrado y reutilizo el tubo colector.

Se repitié paso 7 y 8 si es que aun quedaba muestra en la columna.

10. Se afadio 500 uL de RNA Wash Buffer | a la columna HiBind.

11.Se centrifugd a 10.000 rpm por 30 segundos.

12.Se descarto el filtrado y reutilizé el tubo colector.

13.Se anadieron 500 yL de RNA Wash Buffer Il a la columna HiBind.

14.Se centrifugé a 10.000 rpm por 1 minuto.

15.Nuevamente se descarto filtrado y reutilizo tubo colector.

16.Se repitieron pasos 13-15 para un segundo paso de lavado.
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17.Se centrifugé a maxima velocidad por 2 minutos para permitir que se
seque completamente la columna HiBind.

18.Se transfirio la columna HiBind a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

19.Se agregaron Afadir 40-70 uL de Agua Nuclease-free, procurando
agregar esta de manera directa en la matriz de la columna.

20. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso.

Para la extraccion del ADN desde saliva se utilizo el Nucleic Acid Extraction Kit
(Zybio Inc., China), el cual se basa en extraccion por medio de beads magnéticos.
Ademas, se utilizé el equipo automatizado EXM 6000 (Zybio Inc., China). y el

material genético obtenido se almacend a -80°C hasta analisis posterior.

» Protocolo purificacion ADN desde saliva:

1. Se descongelaron muestras de saliva y se agitaron con vortex hasta
homogeneizar.

2. Se afadieron 200 pyL de muestra (directa, sin concentrar ni diluir) mas 15
ML de proteinasa K a la placa de extraccion 1.

3. Se encendio el equipo EXM 6000 y cargaron las placas de reactivos y de

beads magnéticos en el instrumento automatizado.
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Una vez preparadas las placas y reactivos, se selecciond la opcion de
extraccion “ZYBIO-T-200” e iniciar el proceso.

Finalizada la extraccion, se retir6 la placa de elucion y se traspaso la
solucion de acidos nucleicos en sus respectivos tubos eppendorf.

Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso.

35



7.3 Cuantificacion ADN muestras de saliva y biopsias

La cuantificacion para todas las muestras (salivas y biopsias) se realizaron a
través del equipo FlexA-200HT (Hangzhou AllISheng Instruments Co.,LTD), el
cual corresponde a un lector de microplacas basado en un monocromador con

un rango de longitud de onda de 200~1000 nm.

Para esto, se utilizaron 2 yL de muestra y como muestra blanco agua Nano Pure,
depositando cada muestra en la placa u-Nano Ultra-Micro del equipo. Una vez
cargadas las muestras, se introdujo la placa en el equipo y se realizaron las

respectivas lecturas de concentracion.

7.4 Condiciones para PCR en tiempo real

7.4.1 Protocolo amplificacion genes H. pylori

Se utilizé un set de partidores especificos 16SHP (Tabla 1) para la deteccion del
gen 16S rRNA de H. pylori. Ademas, se utiliz6 como control positivo la cepa de

H. pylori ATCC 43504.
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Tabla 1: Partidores utilizados para estudio de gen 16S rRNA de H. pylori por

gPCR.
Partidor Secuencia primers Referencia
16SHP-F 5-TGCGAAGTGGAGCCAATCTT-3
; ; [46]
16SHP-R 5-GGAACGTATTCACCGCAACA-3

1. Preparacion de la mezcla de qPCR: Se utilizé Brilliant Il SYBR Green 2X

QPCR Master Mix, partidor forward, partidor reverse, muestra control

positivo y agua grado molecular (Tabla 2).

Tabla 2: Preparacion mezcla de gPCR. Adaptado de manual de informacién de

producto Brilliant Il SYBR Green 2X QPCR Master Mix.

Reactivos Cantidad (pL)
Master Mix 25
Partidor F 1
Partidor R 1

ADN 1

H-O 2 (3 para NTC¥)

Volumen final

10

Abreviaciones: NTC, No template control.




2. Programa de amplificacion: Se utilizd el protocolo Three-step Fast
Cycling sefialado en el manual de informacion de producto para Brilliant I
SYBR Green 2X QPCR Master Mix. El termociclador se programd de la

siguiente manera:

Tabla 3: Protocolo Three-Step Fast. Adaptado desde manual de informacion de

producto Brilliant Il SYBR Green 2X QPCR Master Mix.

Paso ciclador T (°C) Tiempo Ciclos
Activacién 95 10 min 1

Denaturacién 95 30 seg

Alineamiento 50-65 60 seg 40
Extensién 72 30 seg

7.4.2 Elaboracion de curva de calibrado

Se prepararon una serie de diluciones 1:10 a partir de una muestra concentrada,
en este caso una desde control positivo de H. pylori cepa ATCC 43504. Cada
dilucién se amplificé por gPCR con los protocolos previamente mencionados. A
partir de los valores Ct obtenidos se elaboré la curva de calibrado, permitiendo

asi calcular la eficiencia de reaccion.
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Durante la realizacion de este analisis, se planted la implementacion de otra
técnica molecular que permitiese obtener resultados con mayor sensibilidad y
especificidad, por lo que se anadié a la metodologia del presente estudio la

realizacion de Nested PCR tanto para las muestras de saliva como las de biopsia.

7.5 Condiciones para Nested PCR

7.5.1 Protocolo amplificacion gen 16S rRNA H. pylori

Se utilizaron los siguientes set de partidores: HeliS-HeliN para la primera
amplificacion y Hpup-Hpdown para la segunda amplificacién interna (Tabla 4).

Ademas, se utilizara como control positivo la cepa de H. pylori ATCC 43504.

Tabla 4: Partidores utilizados para estudio de genes de H. pylori por Nested PCR.

Partidor Secuencia primers Tamaio Referencia
amplicon (bp)
HeliS 5'-AAGAACCTTACCTAGGCTTGACATTG-3'
- ; ; 497
HeliN 5-CCGTGGGCAGTAGCCAATT-3
[45]
Hpup 5-TGAGAGAATCCGCTAGAAATAGTGG-3
454
Hpdown 5'-TAGCATCCTGACTTAAGGCAAACA-3'".
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1. Preparaciéon de la mezcla de PCR: Se utilizé SapphireAmp Fast PCR
Master Mix, junto con los set de partidores previamente mencionados,
ADN (muestra bioldgica a analizar y control positivo de H. pylori) y agua

grado molecular (Tabla 5y 6).

Tabla 5: Preparacion mezcla de Nested PCR (Primera amplificacion). Adaptado

de manual de informacién de producto SapphireAmp Fast PCR Master Mix.

Reactivos Cantidad (pL)
Master Mix 25
Partidor F 1
Partidor R 1
ADN 5
H20 18 (23 para NTC*)
Volumen final 50

Abreviaciones: NTC, No template control.
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Tabla 6: Preparacion mezcla de Nested PCR (Segunda amplificacién interna).

Adaptado de manual de informacién de producto SapphireAmp Fast PCR Master

Mix.
Reactivos Cantidad (pL)
Master Mix 25
Partidor F 1
Partidor R 1
ADN 1
H20 22
Volumen final 50

2. Programa de amplificacion: Se utilizo el protocolo 3 step PCR sefialado

en el manual de informacion de producto SapphireAmp Fast PCR Master

Mix (Tabla 7 y 8). El numero de ciclos se modifico, utilizando el

mencionado por Seligova et al. en su protocolo [45].
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Tabla 7: Protocolo 3-step PCR para la primera amplificacion. Adaptado desde

manual de informacion de producto SapphireAmp Fast PCR Master Mix.

Paso ciclador T (°C) Tiempo Ciclos
Activacion 95 1 min 1

Denaturacion 98 5 seg

Alineamiento 55 5 seg 37
Extension 72 10 seg

Tabla 8: Protocolo 3-step PCR para la segunda amplificacion interna. Adaptado

desde manual de informacién de producto SapphireAmp Fast PCR Master Mix.

Paso ciclador T (°C) Tiempo Ciclos
Activacion 95 1 min 1

Denaturacion 98 5 seg

Alineamiento 55 5 seg 25
Extension 72 10 seg

7.5.2 Protocolo amplificacion genes de virulencia H. pylori

Se utilizaron los siguientes set de partidores: HeliS-HeliN para la primera
amplificacion y Hpup-Hpdown para la segunda amplificacion interna (Tabla 9).

Ademas, se utiliz6 como control positivo la cepa de H. pylori ATCC 43504.
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Tabla 9: Partidores utilizados para estudio de genes de H. pylori para PCR

convencional.

Gen Regién o Secuencia primers (5’-3’) Tamafo Ref
alelo amplicon (bp)
cagA | Constant¥’ F: TTGACC AACAACCACAAACCGAAG 183
R: CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC
Signal F: ATGGAAATACAACAAACACAC 259 (s1)
R: CTGCTTGAATGCGCCAAAC 286 (s2) [47]
vacA Middle F: CCATCTGTCCAATCAAGCGAG 570 (m1)
R: GCGTCTAAATAATTCCAAGG 645 (m2)

1. Preparacion de la mezcla de PCR: Se utilizé SapphireAmp Fast PCR
Master Mix, junto con los set de partidores previamente mencionados,
ADN (muestra bioldgica a analizar y control positivo de H. pylori) y agua

grado molecular (Tabla 10).

Tabla 10: Preparacion mezcla de PCR convencional. Adaptado de manual de

informacion de producto SapphireAmp Fast PCR Master Mix

Reactivos Cantidad (pL)
Master Mix 25
Partidor F 1
Partidor R 1

ADN 1-5

H20 Completar a 50
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2. Programa de amplificacion: Se utiliz el protocolo 3 step PCR sefialado
en el manual de informacién de producto SapphireAmp Fast PCR Master

Mix (Tabla 11).

Tabla 11: Protocolo 3-step PCR para reaccion de PCR convencional. Adaptado

desde manual de informacion de producto SapphireAmp Fast PCR Master Mix.

Paso ciclador T (°C) Tiempo Ciclos
Activacion 95 1 min 1

Denaturacién 98 5 seg

Alineamiento 50-55 5 seg 30
Extension 72 10 seg

7.6 Validacion Metodologia

El desempefio de la deteccion de H. pylori en saliva sera comparado por el
método gold standard (test de ureasa en biopsia gastrica) en cuanto a su

sensibilidad y especificidad.
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Los criterios de aceptabilidad para resultados de validacion, definidos por el ISP,

corresponden a una sensibilidad diagndstica mayor o igual al 90% y especificidad

diagndstica mayor o igual a un 95%. La comparacion del test candidato con el

método de referencia se realizara usando una tabla 2x2, que presenta la

clasificacion de las muestras por cada test.

Para realizar una validacién, el ISP recomienda utilizar lo indicado por la

normativa del CLSI (un minimo de 50 muestras VP y 50 negativas detectadas por

el método de referencia) (Tabla 12).

Tabla 12: Tabla 2x2 para validar un test candidato segun estandar CLSI

Test Referencia

Muestras Muestras Total
positivas (+) negativas (-)
Muestras VP =50 FP VP + FP
positivas (+)
Muestras FN VN FN + VN
Test candidato | negativas (-)
Total VP + FN FP+VN=250 | VP+FN+FP +VN

Abreviaciones: VP, Verdaderos Positivos; FN, Falsos Negativos; FP, Falsos

Positivos; VN, Verdaderos Negativos
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8. RESULTADOS

8.1 Pacientes y resultados test de ureasa.

El reclutamiento de pacientes se realizé en la unidad de Gastroenterologia entre
diciembre de 2023 y mayo de 2024 (excepto febrero). Durante este periodo, 77
pacientes participaron en el estudio para analizar la presencia de H. pylori y sus

genes de virulencia en saliva y biopsia gastrica.

De los 77 pacientes, a 63 (82%) se les realizo el test de ureasa, mientas que en
14 casos (18%) no se realiz6 este analisis. Es importante mencionar que los test
de ureasa se realizan segun el criterio del gastroenterélogo encargado del
procedimiento, ya que en algunos casos por ejemplo la presencia de numerosos
polipos, ulceras o hallazgos similares indicaban un nivel de dafio mas avanzado,
por lo que no era necesario realizar test de ureasa y solo se extraia una muestra
de biopsia gastrica para enviar directamente al laboratorio clinico para un analisis

histoldgico.

Dentro de los pacientes con test de ureasa, se pudo observar que el 26 (41%) de

ellos fueron positivos a la bacteria H. pylori, mientras que 37 (59%) dieron un
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resultado negativo a este patdogeno. Ademas, de este universo de pacientes
infectados, se observé que un 69% corresponden a mujeres y un 31% hombres

(Tabla 13).

Tabla 13: Caracteristicas de pacientes reclutados.

Caracteristicas Positivo T.U Negativo T.U SinT.U
Total (%) 26 (34%) 37 (48%) 14 (18%)
Edad media 53 53 55
Género
Femenino 18 (69%) 26 (70%) 8 (57%)
Masculino 8 (31%) 11 (30%) 6 (43%)
Sintomatologia
Reflujo 11 11 0
Dolor abdominal 8 12 0
Acidez 7 3 0
Ninguna 5 10 6

Abreviaciones: T.U, test de ureasa; EDA, Endoscopia digestiva alta.

8.2 Cuantificacion de ADN de muestras de saliva y biopsia

A continuacion, se tabularon los resultados obtenidos de la cuantificacidn de ADN

para cada muestra bioldgica recolectada (Tabla 14):
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Tabla 14: Cuantificacion de ADN de muestras de saliva y biopsia.

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/plL)
p1 Saliva 1.729 121
Biopsia 1.738 22
Saliva 1.241 126
P2
Biopsia 1.937 147
Saliva 1.649 540
P3
Biopsia 1.804 39
Saliva 1.682
P4 9
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.797
P5 117
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.665 263
P6
Biopsia 1.884 56
Saliva 1.764 120
P7
Biopsia 1.863 36
Saliva 1.698 133
P8
Biopsia 1.901 84
Saliva 1.718 238
P9
Biopsia 1.858 3
Saliva 1.651 101
P10
Biopsia 2.014 28
Saliva 1.405 140
P11
Biopsia 1.937 11
Saliva 1.697 135
P12
Biopsia 1.957 69
Saliva 1.25 208
P13
Biopsia 1.971 69
Saliva 1.93 155
P14
Biopsia 1.963 129

Abreviacion: N/A, No aplica
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Continuacién Tabla 14

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/ulL)
Saliva 1.77
P15 167
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.419 72
P16
Biopsia 1.97 120
Saliva
P17 1.276 82
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.646 198
P18
Biopsia 1.978 127
Saliva 1.649 401
P19
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.486 263
P20
Biopsia 1.98 63
Saliva
P21 1.211 325
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.256 610
P22
Biopsia 1.963 142
Saliva 226
P23 1.64
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.612 251
P24
Biopsia 1.929 64
Saliva 1.571
P25 182
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.76 305
P26
Biopsia 1.869 32
Saliva 1.458 95
P27
Biopsia 2.006 83
Saliva 1.773 277
P28
Biopsia 1.924 90
Saliva 1.173 442
P29
Biopsia 1.724 21

49



Continuacién Tabla 14

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/ulL)

Saliva 1.654 149
P30

Biopsia 1.909 123

Saliva 1.69 171
P31

Biopsia 1.913 54

Saliva 1.689 164
P32

Biopsia 1.817 29

Saliva 1.679 301
P33

Biopsia 2.009 178

Saliva 1.505 68
P34

Biopsia N/A N/A

Saliva 1.497 68
P35

Biopsia 1.957 45

Saliva 1.525 172
P36

Biopsia 1.969 14

Saliva 1.65 569
P37

Biopsia 1.933 37

Saliva
P38 1.546 139

Biopsia N/A N/A

Saliva 1.6 281
P39

Biopsia 2.006 22

Saliva 1.014 133
P40

Biopsia 1.978 28

Saliva 1.672 126
P41

Biopsia 1.93 28

Saliva 1.115 213
P42

Biopsia 1.999 79

Saliva 1.755 175
P43

Biopsia 2.089 1

Saliva 1.279 130
P44

Biopsia N/A N/A
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Continuacién Tabla 14

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/ulL)

Saliva 1.72 383
P45

Biopsia 1.497 7

Saliva 1.696 152
P46

Biopsia 1.932 23

Saliva 1.375 174
P47

Biopsia 2.014 40

Saliva 1.729 156
P48

Biopsia N/A N/A

Saliva 1.606 221
P49

Biopsia 2.378 36

Saliva 1.123 217
P50

Biopsia 1.753 4

Saliva 1.529 238
P51

Biopsia 18.897 1

Saliva 1.278 212
P52

Biopsia 2.458 3

Saliva 1.341 132
P53

Biopsia 1.95 126

Saliva 1.67 128
P54

Biopsia 1.929 159

Saliva 1.932 109
P55

Biopsia 2.917 3

Saliva 1.728 84
P56

Biopsia 1.972 6

Saliva 1.675 114
P57

Biopsia 1.956 61

Saliva 1.767 46
P58

Biopsia 0.68 0.3

Saliva 1.728 193
P59

Biopsia 1.951 26
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Continuacién Tabla 14

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/ulL)

Saliva 1.686 73
P60

Biopsia 1.937 20

Saliva 1.477 59
P61

Biopsia 2.08 29

Saliva 1.485 146
P62

Biopsia 1.98 200

Saliva 1.831 33
P63

Biopsia 1.964 11

Saliva 1.396 155
P64

Biopsia N/A N/A

Saliva 1.345 383
P65

Biopsia 1.739 11

Saliva 2.059 94
P66

Biopsia 1.684 315

Saliva 1.44 180
P67

Biopsia 2.053 51

Saliva 1.508 260
P68

Biopsia 1.522 5

Saliva 1.887 51
P69

Biopsia 2.933 19

Saliva 1.509 245
P70

Biopsia 1.995 10

Saliva 1.363 478
P71

Biopsia 2.244 17

Saliva 1.614 152
P72

Biopsia 1.939 51

Saliva 1.194 163
P73

Biopsia 1.445 6

Saliva 1.667 326
P74

Biopsia 1.912 30
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Continuacién Tabla 14

Paciente Tipo de Muestra A260/280 Concentracion (ng/ulL)

Saliva 1.69 128

P75
Biopsia N/A N/A
Saliva 1.754 200

P76
Biopsia 2.006 124
Saliva 1.724 123

P77
Biopsia 4.263 8

A través de la cuantificacion del ADN extraido, podemos observar que las
muestras de saliva en comparacion a las muestras de biopsia presentarian una
concentracion mucho mas elevada. Sin embargo, es importante también
observar la pureza de la extraccion, a través del valor A260/280 de este ensayo.
Como se puede apreciar, si bien varias de las muestras presentan un valor de
pureza en un valor cercano a 1.8 el cual es considerado generalmente como de
“‘buena pureza” de ADN, existen muchos otros que tienen valores bajo 1.8.
Asimismo, se puede sugerir que las muestras que poseen un valor de A260/280
menor a 1.8 podria deberse a una contaminacién quimica residual de los
reactivos utilizados para la extracciéon o también contaminacion por presencia de
proteinas, pudiendo resultar finalmente en una sobre estimacién en los valores
de concentracion obtenidos. También se puede sugerir que al estar trabajando
con muestras en las cuales hay presencia de microorganismos exista por lo tanto
la presencia, por ejemplo, de lipopolisacaridos, los cuales van a generar una

absorbancia de fondo [48-50].
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8.3 Deteccidon gen 16S rRNA de H. pylori en muestras de saliva y biopsia a

través de PCR en tiempo real.

Inicialmente se realiz6 una curva de calibrado para verificar la eficiencia de
reaccion para la amplificacion del gen 716S rRNA en el control positivo para H.

pylori, correspondiente a la cepa ATCC 43504 (Figura 5).

Melt Curve

(a) (b)

Amplification Plot

Figura 5: (a) Curvas de amplificacion en escala linear, (b) Curva de melting,
gPCR para gen 16S rRNA de H. pylori ATCC 43504. Serie de diluciones 1:10.

Para esta amplificacion se obtuvieron los siguientes valores de Ct para la muestra

original y la serie de diluciones (Tabla 15).
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Tabla 15: Valores de Ct para muestra concentrada y diluciones 1:10.

Muestra Valor Ct Promedio Ct
Concentrado 20,54 20,62 20,78 20,64
Dilucion 1 24,09 23,97 23,91 23,99
Dilucién 2 27,41 27,33 27,44 27,39
Dilucién 3 31,11 30,98 31,00 31,03
Dilucion 4 35,00 34,92 35,20 35,04

A partir de los valores Ct, se elaboro6 la curva de calibrado respectiva para esta

reaccion (Figura 6).

Curva de Calibrado gen 165 rRNA
a1
36
31
26
21
16
y=-3,584x+21,938
11 R? =0,9986
6

1
-4 3,5 3 2,5 -2 -1,5 1 0,5 0 0,5 1

Figura 6: Curva de calibrado serie de diluciones 1:10 control positivo H. pylori
ATCC 43504.

En base al valor de la pendiente obtenida en la curva de calibrado, se calcul¢ el

valor de la eficiencia de reaccion:

Calculo eficiencia de reaccion:
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E=10" (-1/pendiente) — 1
E=107 (-1/-3,584) - 1

E =0,9012

Valor de la eficiencia de reaccién en porcentaje:

%E = E x 100%
%E =0,9012 x 100%
%E =90,12%

Por lo tanto, se concluye que la eficiencia de reaccién para el gen 16S rRNA del

control positivo de H. pylori ATCC 43504 corresponde a un valor del 90,12%.

Una vez verificada la eficiencia de reaccién para el gen de interés, se procedi6 a
realizar PCR en tiempo real para las muestras de saliva y biopsia recolectadas

en la Unidad de Endoscopia del Hospital Las Higueras (Figura 7).

Los resultados obtenidos a través del qPCR (Tabla 16) mostraban la
amplificacion del gen 16S rRNA en las muestras de biopsia provenientes de
pacientes que tenian un resultado positivo para el test de ureasa realizado en el

hospital. Sin embargo, no fue posible la deteccién de este gen en las muestras
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de saliva de estos mismos pacientes, asi como también en ninguna de las

muestras de pacientes que obtuvieron

ureasa.
(a) Amplification Plot
C(+) P3B
P6B
(C) Melt Curve

un resultado negativo para el test de

(d)

Amplification Plot

C(+) P16/ Pf2B  P9B

exinthve Feyioder

Melt Curve

Figura 7: Curvas de amplificacion en escala linear qPCR para gen 716S rRNA de
H. pylori. (a) muestras P1-P6, (b) muestras P7-P21. Curvas de melting qPCR
para gen 16S rRNA de H. pylori. (¢) muestras P1-P6, (d) muestras P7-P21.
Muestras Positivas: P3B (biopsia P3), P9B (biopsia P9), P12B (biopsia P12),

P16B (biopsia P16).
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Tabla 16: Resultados de test de ureasa y qPCR por paciente para determinar la
presencia de H. pylori.

Paciente

Género

Test ureasa

16sRNA

Saliva

16sRNA

Biopsia

P1

P2

P3

P4

N/A

N/A

P5

N/A

N/A

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

N/A

N/A

P16

P17

N/A

N/A

P18

P19

N/A

N/A

P20

P21

m M M Zf M ZZ m o mMm Zf M o om o om o mMm om ZZ M Z Mmoo

N/A

N/A

Abreviacion: N/A, No aplica
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Al no obtener resultados positivos para las muestras de saliva a través de qPCR,
se propuso cambiar a una técnica distinta de PCR que fuese mas sensible y con
mayor especificidad. Asi mismo, se implementé la técnica de Nested PCR para

la amplificacién de todos los genes de interés en todas las muestras recolectadas.

8.4 Deteccidon gen 16S rRNA de H. pylori en muestras de saliva y biopsia a

través de Nested PCR.

Para entender a cabalidad los resultados obtenidos en esta seccion, es
importante explicar el principio de un Nested PCR y como se lleva a cabo.
Especificamente, el Nested PCR corresponde a una técnica molecular en la cual
su principal caracteristica es realizar 2 rondas de PCR utilizando 2 pares de
partidores. La primera ronda de PCR se realiza como cualquier PCR
convencional, obteniendo un producto de amplificacion respectivo. Para la
segunda ronda de PCR se utiliza el amplicén obtenido de la primera reaccién,
donde el segundo par de partidores se une a la secuencia interna de la secuencia
amplificada por el primer par de partidores. La implementacion de una segunda
reaccion de PCR permite que se aumenta la especificidad de la técnica,
disminuyendo los posibles productos inespecificos que pueda poseer el amplicdn

de la primera reaccion (Figura 8) [51].
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First Nested PCR

PP oaee G DNA Specificity

at polymerase
Amplified
off-target

"7 sequences

-((‘ Gene-specific primer set 1

———————— Target

e
some additional
sequence

Template w/target
plus additional
sequence

Second Nested PCR ]
Specificity
&
E A
~— Amplified
First PCR Isolated u <¢---1}----- Target
Product 7 aNTPs DNA Target u = ¢

< polymerase

<& Gene-specific primer set 2

Figura 8: Procedimiento de un Nested PCR, en el cual se realiza una primera
amplificacion con un determinado set de partidores. A partir del amplicén
obtenido, se realiza un segundo Nested PCR con un set diferente de partidores,
con el objetivo de disminuir posibles secuencias inespecificas, aumentando
significativamente la especificidad y sensibilidad. Extraido desde AAT Bioquest,

Inc.

En primera instancia, se realiz6 un Nested PCR de prueba para verificar la
correcta amplificacion del gen 16S rRNA de H. pylori. Esta amplificacién se
realiz6 utilizando una muestra de biopsia de un paciente (P3) el cual tenia un test

de ureasa positivo (Figura 9).
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El gel de agarosa revel6 que efectivamente el paciente 3 posee el gen 16S rRNA
de la bacteria H. pylori, al presentar la banda de 454bp correspondiente a este

producto de PCR especifico.

1Kb
DNA Ladder

100 bp
DNA Ladder

Figura 9: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion ensayo Nested PCR

para gen 16S rRNA de H. pylori.

Confirmada esta primera amplificacion, se procedioé un segundo ensayo en el cual
se realizé el Nested PCR para una serie de muestras positivas (P3-P9-P12-P16)
y negativas (P6) en su test de ureasa, incluyendo sus respectivas muestras de
saliva, para asi tener un acercamiento a si es posible detectar este patégeno en
la saliva de pacientes que arrojaron un resultado positivo en biopsia. Para la
muestra P3 solo se utilizé saliva, ya que se confirmd previamente la presencia de

H. pylori en su respectiva biopsia (Figura 10).
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Para las muestras P9 a P16 se observa un resultado positivo para las muestras
de biopsia, no asi en sus respectivas muestras de salivas, siendo un primer
indicativo que el patdgeno estaria alojado solo en la zona estomacal de los
pacientes. En el caso particular para la muestra P6, la biopsia arrojé un resultado
negativo, teniendo relacion a lo obtenido previamente en su test de ureasa. Sin
embargo, se obtuvo un resultado positivo para este patdogeno en la muestra de
saliva, por lo que este paciente si bien no tenia Helicobacter en el estobmago, si

puede estar presente en la cavidad oral.

P9B P12B P16B C(+)

Figura 10: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P3, P6, P9, P12, P16. Muestras positivas: P6S
(saliva P6), P9B (biopsia P9), P12B (biopsia P12), P16B (biopsia P16).

Finalizados los ensayos previamente mencionados, se realizé Nested PCR para

las demas muestras de los pacientes reclutados (biopsias y salivas) para

determinar en estas la presencia o ausencia de este patégeno. (Figuras 11-22).
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P9B C(+)

Figura 11: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P1, P2, P7, P8, P9. Muestras positivas: P9B
(biopsia P9).

C(+) P10S P10B P11S P11B P13B P14S P14B P18S P188 C(4)

Figura 12: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P10, P11, P13, P14, P18. Muestras positivas:
P10S (saliva P10), P10B (biopsia P10), P11S (saliva P11), P11B (biopsia P11),
P13B (biopsia P13), P14S (saliva P14), P14B (biopsia P14), P18S (saliva P18),
P18B (biopsia P18).

P268B P27B C(+)

Figura 13: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P20, P22, P24, P26, P27. Muestras positivas:
P20S (saliva P20), P24B (biopsia P24), P26B (biopsia P26), P27B (biopsia P27).
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500bp —>

Figura 14: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P28, P29, P30, P31, P32. Muestras positivas:
P28B (biopsia P28), P30B (biopsia P30), P31B (biopsia P31).

500bp' =»

Figura 15: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P33, P35, P36, P37, P39. Muestras positivas:
P33B (biopsia P33), P39S (saliva P39).

P4SB C ()

Figura 16: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P40, P41, P42, P43, P45. Muestras positivas:
P42B (biopsia P42), P45B (biopsia P45).
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P46B P478 P518 C(+)
(=]

Figura 17: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P46, P47, P49, P50, P51. Muestras positivas:
P46B (biopsia P46), P47B (biopsia P47), P51 (biopsia P51).

P53B P548 PS5S

500bp—>

Figura 18: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P52, P53, P54, P55, P56. Muestras positivas:
P53B (biopsia P53), P54B (biopsia P54), P55S (saliva P55).

PS9B  P6OB PEIB C (+)

S00bg=>% - i - -

Figura 19: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P57, P58, P59, P60, P61. Muestras positivas:
P59B (biopsia P59), P60B (biopsia P60), P61B (biopsia P61).
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P65B P66B ()

500bp=>
o

Figura 20: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P62, P63, P65, P66, P67. Muestras positivas:
P65B (biopsia P65), P66B (biopsia P66).

P748B  P76B C(+)

Figura 21: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccién Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras P68, P69, P70, P71, P72, P73, P74, P76, P77.
Muestras positivas: P69B (biopsia P69), P72B (biopsia P72), P74B (biopsia P74),
P76B (biopsia P76).
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Figura 22: Gel de agarosa (1%) de productos de reaccion Nested PCR para gen
16S rRNA de H. pylori. Muestras de saliva P4, P5, P15, P17, P19, P21, P23, P25,

P34, P38, P44, P48, P64, P75.

A continuacion, se tabularon los resultados obtenidos para los Nested PCR para

el gen 16S rRNA de H. pylori (Tabla 17 y 18):

Tabla 17: Resultados de test de ureasa y Nested PCR por paciente para

determinar la presencia de H. pylori.

Paciente

Género

Test ureasa

16sRNA

Saliva

16sRNA

Biopsia

P1

P2

P3

+

P4

N/A

N/A

P5

N/A

N/A

P6

P7

P8

M oM ZZ T Z

Abreviacién: N/A, No aplica




Continuacién Tabla 17

Paciente

Género

Test ureasa

16sRNA

Saliva

16sRNA

Biopsia

P9

+

P10

+

+

P11

+

+

P12

P13

P14

P15

N/A

N/A

P16

P17

N/A

N/A

P18

P19

N/A

N/A

P20

P21

N/A

N/A

P22

P23

N/A

N/A

P24

P25

N/A

N/A

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

| m M o mMm M Z M 22 Z oM o Mm oMm Z M ZZ O m o om Z Mmoo Mmoo
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Continuacién Tabla 17

Paciente

Género

Test ureasa

16sRNA

Saliva

16sRNA

Biopsia

P33

+

P34

N/A

N/A

P35

P36

P37

P38

P39

P40

P41

P42

P43

P44

P45

P46

P47

M m M M M ZZ M Mmoo om Z| Mmoo om o mpom

P48

P49

P50

P51

P52

P53

P54

| M Zf m Zf Mmoo
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Continuacién Tabla 17

Paciente

Género

Test ureasa

16sRNA

Saliva

16sRNA

Biopsia

P55

+

P56

P57

P58

P59

P60

P61

P62

P63

P64

P65

P66

P67

P68

P69

M M M M M ZZ M oM ZZ M Z Mmoo

P70

P71

P72

P73

P74

P75

P76

P77

m M Z M oM Zf Mo
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saliva y biopsias gastricas.

Tabla 18: Frecuencia 16S rRNA+ y 16S rRNA- para H. pylori en muestras de

16S rRNA(+) | 16S rRNA(+) | 16S rRNA(-)
Saliva Biopsia
Total (n=77) 9 (6,5%) 32 (41,6%) 40 (51,9%)
Femenino (n = 52) 8 (7,7%) 22 (42,3%) 26 (50%)
Masculino (n = 25) 1 (4%) 10 (40%) 14 (56%)

De los 77 pacientes reclutados, 37 (48,1%) de ellos arrojaron un resultado de
PCR positivo para H. pylori. Si lo comparamos con los resultados de test de
ureasa realizados en el hospital, este ultimo arrojo 26 pacientes positivos (36%
del total de pacientes). Por lo tanto, al utilizar Nested PCR fue posible detectar
11 pacientes mas que fueron positivos a H. pylori. Asimismo, también fue posible
observar todos los pacientes positivos al test de ureasa (con excepcioén de P62)
también fueron positivos al PCR de su muestra de biopsia, pero no asi en sus
muestras de saliva. Sin embargo, existe una poblacién (P10, P11, P14 y P18)
quienes si bien tenian un resultado de ureasa negativo, al realizar el PCR de su
respectiva muestra de saliva y biopsia ambas dieron un resultado positivo.
Finalmente, también se encontrdé una poblacién (P6, P20, P39 y P55) quienes
tenian un resultado negativo para el test de ureasa, pero que al realizar el PCR
de sus muestras de saliva arrojaron un resultado positivo, no asi en sus muestras

de biopsia. También es importante mencionar que existe una muestra de saliva
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(P19) que también fue positiva para H. pylori, pero para este paciente no se le

realizo el test de ureasa.

A partir de estos 37 pacientes positivos al gen 16S rRNA de H. pylori, se realizo
amplificacion por PCR convencional para los genes de virulencia mencionados

en la seccion 7.3.2

8.5 Deteccion de genes de virulencia de H. pylori en muestras de saliva y

biopsia por PCR convencional

Las muestras de saliva y biopsia que arrojaron un resultado positivo para el gen
16S rRNA por Nested PCR fueron posteriormente sometidas a amplificacién por

medio de PCR convencional para los distintos genes de virulencia de interés.

8.5.1 Gen cagA

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la amplificacion del
gen cagA (region constante) en las muestras positivas al gen 716S rRNA de H.

pylori (Figura 23).
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Figura 23: Gel de agarosa (2%) de productos de reaccion PCR convencional
para gen cagA (region constante) para muestras positivas a gen 16S rRNA de H.
pylori. Muestras positivas: P16B (biopsia P16), P27B (biopsia P27), P31B
(biopsia P31), P46B (biopsia P46), P47S (saliva P47), P54B (biopsia P54), P61B
(biopsia P61), P74B (biopsia P74).

En este caso, se puede evidenciar en el gel de agarosa que existe la amplificacion
de este gen cagA por medio del PCR convencional, siendo en su mayoria
muestras de biopsia gastrica, pero también contando con una muestra de saliva

positiva.

De los 37 pacientes positivos para H. pylori por Nested PCR, se consideraron
positivos al gen cagA un total de 8, 7 provenientes de muestra de biopsia gastrica

y 1 de saliva (Tabla 19).
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Tabla 19: Frecuencia cagA+ y cagA- para H. pylori en muestras de saliva y

biopsias gastricas.

cagA (+) cagA (-)
Total (n = 37) 8 (21,6%) 29 (78,4%)
Femenino (n = 26) 5(19,3%) 21 (80,7%)
Masculino (n = 11) 3 (27,3%) 8 (72,7%)

8.5.2 Gen vacA s1

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la amplificacion del
gen vacA (regidon s7) en las muestras positivas al gen 16S rRNA de H. pylori

(Figura 24).

Figura 24: Gel de agarosa (2%) de productos de reaccion PCR convencional
para gen vacA (region s7) para muestras positivas a gen 16S rRNA de H. pylori.
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En este caso, a diferencia del gen de virulencia analizado anteriormente, no se

pudo observar bandas de amplificacién para esta region del gen vacA.

8.5.3 Gen vacA m1

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la amplificacion del
gen vacA (region m1) en las muestras positivas al gen 16S rRNA de H. pylori

(Figura 25).

500bp —>

500bp —>

Figura 25: Gel de agarosa (2%) de productos de reaccion PCR convencional

para gen vacA (regién m1) para muestras positivas a gen 16S rRNA de H. pylori.

De igual manera que en el caso anterior, esta region m1 del gen vacA tampoco

se encontraria presente en las muestras de saliva y biopsia analizadas.
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A modo de resumen, se pudo visualizar resultados positivos tanto para el gen
16S rRNA de H. pylori (37 pacientes) como para la region constante del gen cagA

(8 pacientes), no asi para la region s1Tm1 del gen vacA.
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9. DISCUSION

El presente estudio buscaba determinar la presencia de H. pylori en saliva por
medio qPCR. Asimismo, a partir de este objetivo se buscaba validar este tipo de
técnica molecular como posible método diagnostico para H. pylori. Como se
mostro en esta investigacion, en primera instancia no fue posible detectar el gen
16S rRNA en muestras de saliva mediante qPCR, por lo que se incorporé la
técnica de Nested PCR al estudio. EI cambio de la técnica de PCR permitié

obtener resultados con mas especificidad y sensibilidad.

Concretamente, del total de 77 pacientes que fueron reclutados, 37 de ellos
dieron un resultado positivo a la presencia del gen 16S rRNA ya sea en muestra
de saliva, biopsia e incluso en algunos casos en ambas muestras.
Especificamente, fueron 4 pacientes (P10, P11, P14 y P18) quienes presentaron
presencia de H. pylori en ambas muestras, siendo lo mas relevante de estos
pacientes es que presentaban un test de ureasa negativo, ademas de no
manifestar ninguna molestia gastrointestinal (reflujo, acidez, dolor abdominal) el

dia que se les realiz6 el examen EDA.

77



Por lo tanto, dentro de los hallazgos importantes que podemos destacar de esta
investigacion corresponde a que existe un porcentaje de pacientes los cuales no
presentan ninguna sintomatologia o malestar, como tampoco se les detectaba
ninguna anomalia durante la exploracidn en el examen, que pueden presentar
este patdogeno probablemente a una concentracion muy baja que el test de

ureasa no es capaz de detectar.

También es importante mencionar que existe otro universo de pacientes quienes
presentaron un test de ureasa negativo (P6, P20, P39, P55) o que no se le realizé
este test (P19) que si fue posible detectar la presencia del patdogeno en sus
respectivas muestras de saliva. Esto permite sugerir que existe un porcentaje de
pacientes que asisten a su examen EDA, el cual no evidencia lesiones o
anomalias en el estbmago, pero aun asi tienen presente la bacteria en su

organismo.

Es relevante mencionar que el test de ureasa que se utiliza en el hospital
(HelicotecUT® Plus) se ha reportado que tiene un porcentaje de sensibilidad del
98,5% y de especificidad de 92,5% [52]. Sin embargo, un estudio comparativo
entre los diferentes métodos gold standard para H. pylori y Nested PCR en
muestras de biopsia y heces[45], sefiala que los test rapido de ureasa tendrian

una sensibilidad del 46,9% y especificidad del 100% en muestras de biopsia,
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mientras que el Nested PCR tendria un 100% de sensibilidad y 95,6% de
especificidad. Esto permite sugerir que si bien el test de ureasa tiene alta
especificidad, la baja en sensibilidad puede permitir que existan casos de falsos
negativos. También pudiese influir la cantidad de biopsia que se coloca en el test,
ya que el manual de producto indica agregar 2-3 muestras de biopsia en un
mismo test, ojala tomando las muestras tanto del antro como de la curvatura del
estdmago y en algunos casos solo se colocaba 1 muestra de biopsia proveniente

del antro.

También es importante sefalar que se les consultd a los pacientes si presentan
algun malestar o sintoma, en donde esta poblacion negativa al test de ureasa
pero positiva al Nested PCR sefalaron tener reflujos y dolor abdominal. Esto
ultimo nos permite sugerir que si bien el patégeno no ha causado un dafio
importante en el estdmago, si pudiese estar colonizando este 6rgano, debido a
los malestares que mencionaron los pacientes lo cuales son parte de la

sintomatologia clasica de infeccidon por H. pylori.

El Nested PCR es una técnica molecular que nos permitio identificar la presencia
de H. pylori en muestras de saliva y biopsia, habiendo algunas de ellas las cuales
el test de ureasa no fue capaz de detectar. La data obtenida por medio de este

tipo de PCR permite evidenciar la alta especificidad que posee la técnica.
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En el caso de la deteccion del gen cagA, por medio de PCR convencional,
también fue posible identificar su presencia en 8 muestras positivas para el gen
16S rRNA, aunque este porcentaje fue mucho menor (21,6%). En este sentido,
no hay que olvidar que en este caso no se realiz6 Nested PCR sino PCR
convencional, pudiendo existir una disminucion en la especificidad de deteccion
del gen de interés. Para investigaciones futuras, lo ideal seria implementar la
misma técnica de PCR para todas las muestras, para asi mantener la misma

sensibilidad y especificidad.

Aun asi, un estudio presentd un porcentaje similar de prevalencia del gen cagA
en muestras fecales analizadas por Nested PCR en una poblacién de la ciudad
de Coquimbo, obteniendo 33 pacientes (25,4%) positivos a cagA entre un total
de 122 positivos para H. pylori [53]. Otro estudio obtuvo un porcentaje mas
elevado, al encontrarse un 38% de positividad en muestras de biopsia gastrica
de un total de 50 pacientes que se realizaron una EDA en la ciudad de

Concepcidn [54].

Se considera relevante la identificacion de este gen en pacientes en donde se
sepa que presentan H. pylori, ya que cagA se ha visto asociado a formas mas
agresivas de esta infeccion. En este sentido, un estudio sefiala que este gen

posee la capacidad de generar una respuesta pro inflamatoria al activar la via
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ALPK1-TIFA [35], asi como también aumentar la proliferacién de las células
endoteliales gastricas a través de la unién a Sh2 [33, 34]. En este sentido, se ha
visto que en pacientes con genotipo cagA+ vacAs7a+ se vio un aumento de la
proliferacion de la mucosa gastrica la cual se correlacioné significativamente con

la severidad de gastritis aguda [55].

Finalmente, cuando se realiz6 la amplificacion para los genes s1Tm7 de vacA no
se pudo visualizar la presencia de estos genes en ninguna de las 37 muestras
analizadas. Tal como se mencion6 anteriormente, se sugiere que puede deberse
al haber realizado esto por PCR convencional, como también que los pacientes

podrian simplemente no presentar estos genes.

No obstante, existen estudios en los cuales se han detectados genotipos de vacA
en la poblacion chilena. Un estudio de Faundez et al. [56] sefiala que existe una
prevalencia de la combinacion alélicas del genotipo s7m1 de vacA, siendo mayor
en cepas obtenidas de pacientes con ulceras pépticas (52%) que en pacientes
con dispepsia no ulcerosa (40%). En este mismo sentido, Diaz et al. [57]
obtuvieron resultados similares en un estudio hecho en poblacion chilena,
teniendo como genotipos mas prevalentes vacA s7bm1 con un 76% y vacA

s1am1 con un 21%.
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Se ha mencionado que los genes cagA y vacA por si solos no representan un
valor predictivo como marcador de riesgo para el desarrollo de enfermedades
pépticas ulcerosas en la poblacion chilena. Sin embargo, una infeccién con una
cepa que presente el genotipo cagA+/vacAs1m1+ pueden aumentar el riesgo de

adquirir una enfermedad péptica ulcerosa [56].

Es necesario realizar mas experimentos para estos marcadores genéticos, e
incluso ampliar los genes de interés ya que existen otros genes como por ejemplo
el gen dupA, que se ha reportado que la presencia de este gen en conjunto con
otros genes de virulencia como vacAi conduciria a un aumento en la probabilidad

de severidad de las patologias gastroduodenales [58].

También es importante mencionar que a los pacientes no se les consulté por
habitos que puedan influir en la colonizacion de la bacteria, como lo es la ingesta
de alcohol o el consumo de tabaco. Tampoco era posible establecer condiciones
de higiene bucal previa toma de muestra de saliva, como por ejemplo solicitar un
previo cepillado de dientes antes de la recoleccion. Solo estaba asegurado que
el paciente no habia ingerido alimentos previamente, ya que esto era requisito

para la realizacién del examen EDA.
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En este sentido, una investigacion realizé un estudio de caso a una paciente que
presentaba linfoma de MALT y prueba de aliento con urea positivo (indicativo de
infeccion por H. pylori) [59]. Una vez realizado su tratamiento antibiético, se hizo
seguimiento histolégico cada 3-6 meses aproximadamente, en el cual en su
control 2 afos después del diagndstico de linfoma se presenté una re recurrencia
de este, junto con una reinfeccion por H. pylori. Nuevamente se le realizé un
tratamiento antibiotico, logrando nuevamente la erradicacion de la bacteria. Sin
embargo, 2 afos después en su respectivo control, nuevamente presenta el
linfoma de MALT junto con una tercera infeccion de H. pylori. Estas constantes
reinfecciones se debian a que la paciente trabajaba con pacientes adultos
mayores encargandose de la higiene de ellos, mencionando que tenia contacto
frecuente con heces y vomitos de ellos. Esto ultimo es una via clasica de infeccion
de la bacteria, por lo que la higiene corresponde una medida preventiva
importante tanto para prevenir esta infeccion como también para evitar una
reinfeccidon de este patdgeno. Esto se relaciona al hecho de que la incidencia por
infeccion de este patégeno se ve afectada por las medidas de higiene que

implementan las personas [3].

Actualmente, la prevalencia de infeccion por H. pylori corresponde a un valor que
varia entre 60-70% en la poblacion chilena actual. Durante los periodos de

recoleccion de muestra en las dependencias del Hospital Las Higueras, fue
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posible observar que la cantidad de pacientes que asistia a realizarse un examen
EDA podia llegar, en flujos altos de gente, a 10 pacientes por semana, siendo
casi 40 pacientes al mes que asisten a realizarse este examen. Sin embargo,
también fue posible evidenciar que la gente que asistia este afio al examen se
encontraba en lista de espera desde el 2019 aproximadamente, dejando en
evidencia que pueden existir casos en que el paciente podria presentar sintomas
0 malestares gastrointestinales atribuibles a H. pylori, pero que deben esperar
muchos afos para hacerse un examen, favoreciendo la colonizacion del

patdgeno y realizando un diagndstico o tratamiento mas tardio en el paciente.

Es de vital importancia, tanto a nivel de investigacion como de salud publica
nacional, poner en discusion la implementacion de otros métodos diagnédstico que
puedan ser aplicados de manera masiva en la poblacion, pero que también sean
no invasivos. La implementacién de técnicas moleculares permite ampliar las
herramientas disponibles en el diagndstico clinico, sirviendo de ayuda también
en la medicina preventiva, permitiendo tratar de manera mas temprana a las

personas y evitar el desarrollo de enfermedad crénicas.

Los estudios en el area del diagnostico molecular, y en particular el analisis de
marcadores genéticos en muestras biolégicas (como la saliva) como parte de la

medicina personalizada y preventiva, son de vital importancia para mejorar la
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atencion al paciente y a la poblacion en general, por lo que es relevante seguir y

ampliar estas lineas de investigacion.
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10. CONCLUSION

El presente trabajo de investigacion demostré que es posible detectar
marcadores genéticos de H. pylori en muestras biolégicas como la saliva a través
de técnicas moleculares como lo es el Nested PCR y también PCR convencional,
sugiriendo que la saliva podria servir como un tipo de muestra no invasiva en
técnicas de diagndstico molecular. También se puede sugerir que el Nested PCR
podria ser una opcion como método de deteccion de este patéogeno, pudiendo
utilizarse como primer diagnéstico o como acompafamiento de un tratamiento

antibiético cuando se debe verificar la erradicaciéon de la bacteria.

Dentro de las fortalezas del Nested PCR, podemos decir que esta técnica es de
una alta especificidad y sensibilidad, destacando que al realizar 2 rondas de PCR
permite minimizar la presencia de productos inespecificos, disminuyendo el
riesgo de falsos positivos. Sin embargo, también posee sus limitaciones, como
por ejemplo corresponde a un proceso mas laborioso al ser necesario estas 2
rondas de PCR. Esto ultimo da a entender que requiere de un manejo cuidadoso

para asi evitar contaminaciéon cruzada.
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Es importante realizar mas estudios como los que se hicieron en esta
investigacion, mejorando aspectos de éstos como por ejemplo ampliar los grupos
de estudio, los marcadores genéticos y aumentar tanto la sensibilidad como
especificidad de las técnicas moleculares que se quieran validar como posibles
meétodos diagndsticos. Esto permitira a largo plazo evaluar de mejorar manera
los diagnosticos asociados a este microorganismo y posiblemente establecer
estudios de correlacién entre H. pylori que esté presente en la cavidad oral y en
muestras gastricas, para asi evaluar de mejorar manera el perfil genético de este

patogeno.
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12. ANEXOS

12.1 Sobre consentimiento Informado para investigacién seres humanos

El presente proyecto de tesis se encuentra bajo la tutela del profesor Dr. Felipe
Zuniga Arbalti, perteneciente al departamento de Bioquimica Clinica e
Inmunologia de la Facultad de Farmacia de La Universidad de Concepcion.
Ademas, este proyecto es en colaboracion con el Hospital Las Higueras de
Talcahuano, por lo cual se también se cuenta con el apoyo de un
Gastroenterdlogo, Dr. Carlos Valenzuela, perteneciente a la Unidad de

Endoscopia del Hospital.

Este consentimiento informado (Anexo 12.3) se encuentra aprobado por el comité
de ética, bioética y bioseguridad de la Universidad de Concepcion y por el comité

ético cientifico del Servicio de Salud Talcahuano.

12.2 Protocolo manejo y desecho residuos biolégicos

El presente proyecto utilizara como protocolo de manejo y desecho de residuos
bioldgicos el designado por la entidad MATPEL (Tabla 20), perteneciente a la
Universidad de Concepcion, la cual tiene como normativa el decreto supremo

N°148/2003 Reglamento sanitario sobre manejo de residuos peligrosos.
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Tabla 20: Clasificacion y manejo de residuos bioldgicos. Extraido desde manual
MATPEL (2016).

[*

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS

Universidad de Concepcitn MATPEL
Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o boisa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, D&mmﬂmﬁmanmnfuy&aa‘cm Bolsa de
biologicos restosdetqnbshmmmunls ser retirados por 3 unidad RESPEL 0 emp < <
{tipo 1) dos con fluidos b (sangre, amarila &
m)vmdemm -
con bacterias o virus patogencs.
= C P 3 C P Deben ser nferiores 2 £°C hasta | Gaja et
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, mmﬁuwhmmo P 3
iolog pelos) que se han wilizado con fuidos amarila
{tipo 2) ¥ tejidos humanos o en disecciones de
L inades con s o
v‘msm
> bio- den a o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes mawumm negro, resistente al volumen y peso del residuo, a3 | residuos ineres
(tipo 3) cmmmmoms temperaturas inferiores a 4'C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
2 uotras peligr RESPEL para su disposicion final. En caso de que & residuo
corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (). formalina, alcohol), |3 que debe ser
aimacenada como residuo quimio.
d < ponden 3 Deben ser alm dos en d iasticos dedu 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hoias de bisturi, kg, eti dos como “Cortop inerte”, hasta ser plistcosusig
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por 1a unidad RESPEL para su disposicion final
{tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
humancs, fluidos humanos (sangre, oring),
ni restos de animales contaminados con
b ias O virus 13
ad < a de cultivo que mwmolawm sowdupnﬁdn Boiza de
: Mmmmmmm ser dos en un o
(tpo 5) patégenas y que han sido inactivadas por bﬂnmmamuamummx transparente o =
esterilizacion con autoclave o por hora. En cato contrario, no se procedera con el retro. La | blanca (solo &
desinfeccion en un baRko con soludidn de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autaciave) T
hipodionto de sodio. sea el método wtilizado de mactivacion.
(*) € retiro desde 13 Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serz unaveza la 2 traves de emp Stencycle y i3 unidad
RESPEL. El resto de las facuitades que generen este tipo de residuos debera gesti retiro ! 3 traves de la unidad RESPEL.
ctivo elaborado en colaboracion con la F de Cie Biologi Revizedo 13-01-2016
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12.3 Consentimiento Informado
INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: “VALIDACION DE LA DETECCION DE HELICOBACTER PYLORI EN
MUESTRAS DE SALIVA”

EQUIPO DE INVESTIGACION

Investigador Responsable: Dr. Carlos Valenzuela Valenzuela, Gastroenterélogo
Investigador Principal: Dr. Felipe Zuhiga Arbalti, PhD (Bioquimico), UdeC

Investigador Alterno: Dra. Apolinaria Garcia Cancino, PhD (Bioquimica), UdeC

Alumna de Postgrado: Michelle Anais Cordonier Tello, Bioquimica

Estimado/a:

Junto con saludar cordialmente y esperando que se encuentre bien, el presente equipo
de investigacion le hace entrega de la siguiente informacion del estudio de
investigacion y consentimiento informado.

PROPOSITO

El propdsito de este documento es invitarlo/a participar en un estudio de
investigacion y entregarle toda la informacién necesaria para que Ud. pueda decidir
libre y voluntariamente si desea participar en la investigacion que se le ha explicado
verbalmente y que a continuacion se describe en forma resumida.

Por favor, tdmese el tiempo necesario para leerlo atentamente y asegurarse de que
todas sus preguntas y preocupaciones sean abordadas antes de otorgar su
consentimiento.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar la presencia de Helicobacter pylori en muestras de saliva mediante
técnicas de diagndstico molecular.

DISENO DEL ESTUDIO

Helicobacter pylori (H. pylori) corresponde a una bacteria capaz de colonizar
principalmente el estémago. En Chile, la prevalencia de infecciones causadas por H.
pylori varia entre el 40% al 70% segun la Organizacion Mundial de Gastroenterologia.
Las infecciones causadas por esta bacteria generalmente no presentan sintomas, pero
cuando esto es sostenido en el tiempo se ha asociado a patologias como el cancer
gastrico, gastritis crénica y Ulcera péptida. Existen estudios que sefialan que H. pylori
puede ser encontrada al interior de la boca, actuando como una reserva de dicha
bacteria en esta zona, pudiendo causar nuevamente la aparicion de patologias
gastricas. En esta investigacion queremos estudiar la presencia de H. pylori en la
saliva utilizando la técnica de PCR en tiempo real. Ademas, queremos analizar si existe
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una relacion entre la presencia o no de H. pylori en saliva con el resultado de la biopsia
realizada durante la endoscopia digestiva alta realizada por el médico especialista.

Participar en este estudio no le generara riesgos ni consecuencias para su salud fisica.
TIPO DE INTERVENCION

Si acepta participar, se le solicita:

1. Conceder una Muestra de Saliva de 5 ml aproximadamente. La muestra se
tomara mediante un tubo estéril y se le dara las instrucciones para hacerlo de manera
correcta. Esto sera realizado en pabellon de la Unidad de Endoscopia, previo al
examen de endoscopia digestiva alta y por personal de salud calificado.

2. Compartir el resultado de test de ureasa con biopsia realizado por el médico
especialista, con el equipo de investigacion.

3. Permitir utilizar la muestra de test de ureasa con biopsia realizada por el
médico especialista. Esta muestra corresponde a la obtenida en el examen de
endoscopia digestiva alta, en pabellén de la Unidad de Endoscopia, realizada por el
Médico Especialista la cual, una vez finalizado el examen, es desechada.

SELECCION DE PARTICIPANTES

Cualquier persona, mayor de edad, que asista a realizarse una endoscopia digestiva
alta con un Médico Gastroenterdlogo del equipo del Hospital Las Higueras de
Talcahuano, puede participar en este estudio de investigacion. El estudio requiere
reclutar aproximadamente 300 personas.

BENEFICIOS

Su participacién en esta investigacion cientifica permitira obtener datos que
posibiliten mejorar el diagnodstico de Helicobacter pylori mediante un método
minimamente invasivo, rapido y confiable, aplicable a una gran poblacién.

El participar en este estudio no tiene costos para usted y no recibira ningin pago por
estar en este estudio.
CONFIDENCIALIDAD

Es importante sefialar que todos los datos personales obtenidos son confidenciales y
la informacién obtenida sera utilizada exclusivamente para fines cientificos. Esta
informacion sera custodiada por el Investigador Responsable, Dr. Carlos
Valenzuela Valenzuela, quien mantendra los registros de datos almacenados en el
computador del investigador responsable. El anonimato sera resguardado entregando
un namero correlativo a su nombre.

Los resultados estaran disponibles para usted, y para ello debe comunicarse conel
investigador responsable.

Usted no tiene por qué tomar parte en esta investigacion si no desea hacerlo. Su
participacion es completamente libre y voluntaria. Si no desea participar del presente
proyecto de investigacion su negativa no traera ninguna consecuencia para usted. De
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la misma manera si lo estima conveniente usted puede dejar de participar en el estudio
en cualquier momento de éste.
SEGUROS

No existe mayor riesgo en la toma de muestra de saliva ni en la utilizacion de la
muestra de biopsia desechada, por lo cual no se considerard ningun tipo de seguros
asociados al estudio.

El Investigador Principal, Dr. Felipe ZuAiga Arbalti, correo electrénico
fzuniga@udec.cl y niumero de contacto +56 975196091, le manifiesta su voluntad a
aclarar cualquier duda que surja sobre su participacion en la actividad realizada.

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité Etico Cientifico del
Servicio de Salud de Talcahuano, que es un comité cuya tarea es asegurarse de
que se protege de dafios a los participantes en la investigacion. Si usted desea
averiguar mas sobre este comité, el nUmero de contacto es (41) 2722150 y correo
electrénico etica.sst@redsalud.gob.cl.

Si usted acepta participar del estudio, ruego firmar el Acta de Consentimiento que sigue:

CONSENTIMIENTO INFORMADO
He sido invitado a participar en la investigacion que lleva como titulo:

“VALIDACION DE LA DETECCION DE HELICOBACTER PYLORI EN MUESTRAS DE
SALIVA”.

1. Confirmo que lei y entendi toda informacién detallada en el folleto informativo que explica
el estudio y tuve la oportunidad de hacer todas las preguntas necesarias y se me ha contestado
satisfactoriamente las preguntas que he realizado.

2. Autorizo y doy mi consentimiento para la toma de muestra de saliva y muestra desechada
de biopsia géstrica.

3. Entiendo y estoy de acuerdo que se estudiaran varios parametros desde el material
obtenido de la muestra de saliva y muestra desechada de biopsia gastrica.

4. Entiendo que la decisién de participar en esta investigacién es absolutamente libre y
voluntaria. Si no deseo participar en ella o, una vez iniciada la investigacion, no deseo proseguir
colaborando, puedo hacerlo sin problemas. En ambos casos, se me asegura que mi negativa
no implicara ninguna consecuencia negativa para mi.

5.  Estoy de acuerdo con ser parte del estudio y entiendo que mis muestras seran usadas
solamente para la investigacion en curso y que seran destruidas cuando la investigacion se haya
completado.

6. La firma de este consentimiento informado no reemplaza la autorizacion del
consentimiento para efectuar el procedimiento de endoscopia digestiva.

Nombre del participante Firma del participante Fecha
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Yo, el que suscribe, investigador, confirmo que he entregado verbalmente la informacion
necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda adicional y que no ejerci presion
alguna para que el participante ingrese al estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las Directrices
de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionara al paciente una copia de esta informacién escrita para el participante y
formulario de consentimiento firmado.

Nombre investigador responsable clinico Firma investigador responsable clinico Fecha

Nombre Director institucion/Ministro de fe  Firma Director institucion/ministro de fe Fecha

ACTA DE RECHAZO O RETIRO

He decidido libre y voluntariamente no participar o abandonar la investigacion, haciendo uso
de mi derecho a retirarme en el momento que lo estime conveniente, sin que ello pueda
ocasionarme ningun perjuicio:

Nombre del participante Firma del participante Fecha
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