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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS




Helicobucter pyiori

“CARACTERIZACION GENOTIPICA DE COLONIAS DE
Helicobacter pyiori AISLADAS DE NINOS Y ADULTCS CON
ENFERMEDAD GASTRCDUODENAL”,

FUNDAMENTOS:

En afios recientes se ha reporiado y documentado la importancia de una bacteria espiral
en ¢l estomago de mamiferos. En humancs esta bacteria se observd por primera vez en
matertal necrtico en la superficie de carcinomas ulcerosos v lesiones gastricas. {Longer
1917) en ese tiempo se le dio poca atencidn v se pensd que se trataba de un contaminante.
En 1939 Donges publico un amplic estudic donde describié la presenciz de
microorganismos espirales en un 43% de los estomagos procedentes de autopsias, pero no
fue sino hasta 1975 que Steer y Colin-Jones asociaron la presencia de esta bacteria curva
gramnegativa con las biopsias gastricas procedentes de pacientes con tlcera gastrica vy

gastritis, 3

En 1982 Warren y Marshall cultivaron con éxito a esta bacteria espiral que colonizaba el

estomago humano v describieron una asociacion entre su presencia y la gastritis aniral en

adultos

En 1984 este microorganismo s¢ incluyd en el género Campylobacter v se le nombrd

Campylobacter pyloridis. En 1989 se cambio su nombre a Campylobacier pylori por

razones gramaticales, 13384447




Helicobacter prlort

El cultive de 1a bacteria que fuera primeramenie Hamada Campylobacter pyiori fue
seguida por un Intenso escrutinio de sus caracteristicas taxondmicas, especialmente
comparado con otras bacterias del género Campylobacter en ultra estructura, compaosicion
celular 4cide grasa, quinones respiraiorios, caracteristicas del desarrollo, secuencia del
ARN y emzima. A diferencia de la mayor parte de los verdaderos organismos del género
Cempylobacier esta posee una potenie actividad de ureasa, propiedad que puede tener
importantes implicaciones patogénicas Esta enzima de superficie celular estd compuesta
por dos subunidades de aproximadamente 30 a 60 KD, los genes por los cuales han sido

secuenciados. C&4447)

Debido 2 sus semejanzas morfolégicas y culiurales con bacterias del género
Campylobacter, que llevo al principio a incluirla dentro de este género es pertinente
destacar algunas diferencias que llevaron z incluirla demtro de un nuevo género,

Helicobacter (Cuadro 1)

Cuadro 1
Comparacién entre . pyloriy Campyiobacter. (>

Ambos son curvos, gramnegativos, microaerdfilicos, moviles, oxidasa positiva,

H. pyfori Campylobacter
Contenido G+ C 35a44mol% 30-35 mol %
Flagelos 4 2 5 envainados {mico, no envainado
Pared celular Suave Rugosa
Crece mejor a 37°C 42°C
Catalasa Positiva Variable

Ureasa Positiva Negativa




Heficobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa helicoidat o curveada de 0.5-0.9 pm de
fargo, es movil por medio de 3-5 flagelos polares. Su morfologia colomial y macroscopica
varian de acuerde z las condiciones del medio de cultive y requiere de condiciones
microaerofilicas para su crecimiento de 37°C, las reacciones de la catalasa, ureasa y
oxidasa son positivas, no produce acido sulfhidrice en medio agar hierro triple azlcar

(TSD), no hidroliza el hipurato, es una bacteria sacarolitica. !+°3+3%4D

La tipica forma espiral de la bacteria en cultivos viejos aparece como cuerpos

Amonr as
factieceiie ton)

Las formas cocoides no son cultivables y se atribuyen al stress ambiental, como a una
disminucion de nutrientes, Incubaciones prolongadas, acumulacion de productos
metabolicos, alieraciones de pH y a la exposicion a agentes antimicrobianes, este dltimo es

de gran importancia en la terapia.”

El sislamiento primario de H. pyfori en agar sangre & 37 °C requiere de 3 a 4 dias, pero

si no se observa crecimiento debe continuarse la incubacién hasta por 7 dias. ¥

Las colonias son pequefias, circulares, convexas, himedas v transficidas de 2 mm de

diametro, alrededor de estas se presenta una ligera hemélisis de color gris en agar sangre,

Crece en medios selectivos v enriquecidos como Skirrow, Marshali, sgar infusion
cerebro corazén, agar brucella ¥ medios que contengan heming 6 de 5 2 10% de sangre de

camero & caballo, 27

Las condiciones microgerofilicas, s¢ desarroila mejor en una atmdsfera de 5z 6% de Oy
7 2 12% CO,, 85% de Nz, 8% de Hp v alta humedad. @%57

Una de las caracteristicas bioquimicas mis sobresalientes de H. pylori es la produccion

de ureasa.




Helicobacter pyloct

La hidrolisis de ta urea por esta enzima produce amonio, et cual newtraliza el acido
clothidrico del estémage vy pueds dafiar directamente a las células epiteliales géstricas
(13,143

Otras caracteristicas bioquimicas de H. pyfori incluyer la capacidad de fermentacion de

la glucosa e hidrolisis del hipurato. H. pylori no produce indol, ni tampoco HyS &9

H pylori produce ademés una citotoxina, que forma vacuolas en cultives celulares

{VacA) y fosfolipasas. El contenido en el DNA de H. pylori C+G esde un 35 a 44 % mol
i

En cuanto a sensibilidad antimicrobiana la bacieriz es sensible m vifro a ia penicilina,
amoxicilina, ampicilina, eritromicina, gentaricina, kanamicina, rifampicina, metronidazol,
tetraciclina v cefalotina. También es sensibie 2 las sales de bismuto. Se ha documentado su

resistencia a la vancomicina, sulfonamidas, trimetroprim y el acide nalidixico, (13-5342039)

H. pylori se encuentra en la mucosa gistrica debajo y dentro de iz capa de moco
gastrico, no invade el epitelio Usualmente es mas comin en la mucosa antral, pero puede
estar presente en otras partes del estdmago vy pueden ser aislado de otros sittos tales como
duodeno, esofago y recto sdlo si en estos sitios se produce metaplasia {Cover y Blaser
1989}, La bacteria es més comunmente adquirida en la mifiez, se adapta y sobrevive por

periodos largos en sitios que en su mayor parte no tienen flora normal microbiana. *47

En primates no humanos como el mono rhesus y el meno japonés se pueden tdentificar
cepas de origen humeno de H. pylori, las cuales han side caracterizadas bioquimica v
antigénicamente. En un estudio con necropsias de 100 monoes rhesus de la Indiz, se
observaron en el estdémago de un mono erosiones gasiricas, un 4% de los animales tenfan
inflamacion gastrica o alteraciones degenerativas en la mucosa géstrica. Se ha descrito que
pueden ser especies del género Helicobacter que inducen manifestaciones clinicas
en animales similares a las que . pylorf produce en humanos principalmente por H. fefis
v H. Zeilmanii que puede ser observado en ¢l tgjido géstrico de los gatos asociada con la

gasiritis crénica en un 70% en garos jovenes y en un 97% en gaios adultos. Infecciones




i

Helicobacter pylori

experimentales de H. pylori a felinos confirman la colonizacion interespecifica, ya que el
microorganismo seé aislé de biopsias y necropsias 7 meses después de la inoculacion de
todos los gatos. Sin embargo las cepas de H. pyfori humanas son inofensivas para los gatos.
Estos datos indican que H. pylori es capaz de colonizar y replicarse en mamiferos no en
humanos, lo cual es una informacién valiosa para entender algo mas sobre la

epidemiologia de H. pylari. ©

EPIDEMIOLOGIA:

H. pylori ha sido encontrada en el estdmago de humanos en todas partes del mundo. En
paises en vias de desarrollo del 70 al 90% de la poblacidn se encuentra infectada con H.

pyfori desde 1a edad de 10 afios. En paises desarrollados la prevalecia de infeccion es baja
a4

La epidemiologia de la infeccion por H. pylori es poco conocida, diferentes estudios en
tode ¢l mundo v en especial en poblaciones de paises en desarrolle han reporiade un
incremento de las infecciones con 1a edad y que clertos grupos étnicos tienen mayor resgo
de adquirirla. Los Afticanos e Hispanoamericanos tienen mayor porcentaje de infeccion en
comparzcion con Americangs caucdsicos, s¢ ha propuesio probablemenie gue estas

diferencias estan mas ligadas a factores socioeconomicos que a factores raciales 1%

Un estudio en Houston: en Estados Unidos mosird que la prevalencia de la infeccidn en
485 individuos sanos foe del 52%, 34% de individuos de raza blanca frente al 70% de rzza
negra. Otre estudio 2! sur de Gales, en el Reino Unide mostrd una infeccidon del 56.9% en
749 individuos con edades comprendidas entre ios 30 v 735 afios, encontrandose que esia
prevalencia crece conforme se incrementa 1a edad. También se encontrd que la infeccion
se asociz mas a las clases socioecondmicas mds débiles y gue la adquisicién ocurre mds

consistenternente en una fase temprana de la vida de la infeccion por H. gylori, C%%
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En Barcelona FEspafia, Mones et al encontré mediante el método de serologia ELISA,
encueniran una seroprevalencia del 60% en 139 individuos asintomdticos con edades entre
los 10 y 80 afios. La prevalencia entre 1 v 20 afios fue del 20% vy a partir de los 40 afios fue
del 80%. En un pais del tercer mundo como la India, varios estudios han mostrado que fa
prevalencia de la infeccidn es del 60% en personas de 1 a 20 afios y del 80% a partir de los
20 afios Esto reflelz la mayor facilidad de transmisién en los paises con condiciones

R . . 55
higiéricas mas deficientes. ®*>

Se ha observado que ef 73 5% de los padres de nifios infectados son seropositivos para
K. pyleri, mientras que solo un 24 % de padres de los nifios no infectados presentaron
anticuerpos (Ac) A priori ocasionalmente es aislado de diferentes especies animales
como mono thesus, cerdos, perros, gatos v ratas, para otras especies de Heficobacter como.
hurones para H. musielse, satos v perros para H. felis, mono macaco para I, nemisivinge,

y asi como también ratas y ratones para M. muradarum. @510

Aunque el modo de transmision es desconocido, se ha sugerido que un patrdn de
transmision feco-oral. Un estudio en el que es mas plausible se analizd por serologia la
prevzlencia de infeccién en 98 trabajadores de matadero mostro que el personal
administrativo tuvo una seropositividad simiar a la de los controles v significativamente
menor 2 ia de los matarifes y a los manipuladores de visceras, lo que sugiid que la
infeccidn podria deberse también g una zoonosis. H. pyleri puede ser transmitida persona a
persona. En algunos reportes se ha descrito el aislamiento del organismo de la placa dental
vy la saliva, lo que sugiere una potencial de transmision oral-oral. Los dentistas no presentan
mayor riesgo de infeccion en comparacion con los controles Usando la técnica de Reaccidn

.

en Cadena de lz Polimerasa {FCR) en un estudio s¢ encontrd que un 70% de las personas

tenfan DNA de H. pyplorf en su saliva y 18 personas tenian . pylors en la placa dental
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Thomal et al aislaron H. pplori de las heces de § (39%) de 23 nifios de Gambia
aproximadamente de 5 zfios de edad, Io que apoyaria una posibie iransmisidn fecal-oral Ei
consumo de agua contaminada y de vegetales crudos también he sido propuesto como otro
modo de transmision de H. pyleri, lo que explicaria en parte la elevada incidencia de

infeccion en paises en desarrollg, 628394047

La contaminacion de los endoscopios y pinzas con H. pylori ocurre raramente después de
examtinaciones endoscopicas de pacientes positivos para H. pypleri, estimandose la
transmisidn en un 4 por 1000 endoscopias, cuande el porcentaje de infeccion de la
poblacidn es del 60%, lo cual indica que el endoscopio puede ser un reservorio de H.
pylori. Fantry v cols. mostraron por la técnica de PCR usando genomas v primers de ureasa
que &l 6% de los endoscopics se contaminan después de examinar a pacientes infectados
por #. pylori Varios estudios muestran que hay una glta prevalencia de & pylori en
gastroenterologos y endoscopistas que estdn expuestos a secreciones gistricas cuando no
usan guantes.

Spacha y cols. De 1966 a 1992 identificaron 28 infecciones transmitidas por endoscopia
gastrointestinal, Safmonella y Pseudomonas aeruginosa fueron identificadas como los
agentes causales mas frecuentes de infeccion por endoscopia. La posible razdn de ia

transmisién fue por las diferentes técnicas de lavado v desinfeccién usadas %

Katon y cols, mostraron que el lavado manual con 0.2% de clorure de benzaiconio, como
se practica en Japdm, es insuficienie para prevenir la transmisidon de H. pylori Datos
reportados por Kaneko, han mostrado que el lavado del endoscopio con agua corriente y
jabdn neutre v 30 ml de alcohol metilico al 83%, seguido por enjuagues con una gasa con
alccho! metilico ¢s también insuficienie para eliminar £, pylori. Una adecuada limpieza y
desinfeccidn usando glutaraldehido elimina efectivamente la posibilidad de la transmisién
de H pylori de acuerdo con Fatry. Las técmicas convencionales de limpieza vy
descontaminacién, son altamente efectivas con la descontaminacion de H. pplord de los

endoscopios. ®%
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Burm . et al estudiaron 65 madres e infantes de Gambia, colectando las muestras de
sangre de todas las madres, v del cordén de 34 nifios. Se tomaron series de muestras por
intervalos de 8 semanas, los anticuerpos IgG fizeron medidos por ELISA v en los infantes
por medio de la prueba de alientc de la urea mensualmente. Los niveles de anticuerpos
maternos v del cordén correlacionaron, incluyendo que las madres transfieren anticuerpos
especificos de IgG anti- . pylori a sus infantes, pero estos no confieren una proteccién

" . ., . - - - . - . 35
contra la colonizacion de H. pylori en los primeros afios de vida, ©**

Kordecki H et al, evaluaron la frecuencia de las lesiones de la mucosa del tracto
digestivo superior y la frecuencia de infecciones de H. pplori en pacientes gue recibieron
acido acefilsaliciico {ASA) en dosis de 70-300 mg/dia, el cual fue administrado para
enfermedades cardiacas como isquemia en 60 pacientes, de 31 a 72 afios de edad los cuales
se les realizé una endoscopia del tracto digestivo superior, en 52 (87%) con isquemia
cardiaca que tomaron ASA se observaron erosiones en el estomage y/o en el bulbo
duodenal 12 {25%) pacientes tenian Gicera gastrica y por examinaciones microscopicas
revela que 39 (65%) pacienies tenian una gastritis activa, Ef 76% de los pacientes que

recibieron ASA se infectaron con H. pylori, @

PATOLOGIA GASTRODUODENAL:

GASTRITIS: es una reaccign inflamatoria de la mucosa géstrica o gastritls siendo fa
patologia mds frecuente en Gastroenterologia. Las gastritis se clasifican en agudas y
cronicas; las agudas pueden ser erosivas (irritante, alcohol, medicamento “estrss™)

corrosion (acidosis, alcalis), infecciones hematogenas (sarampicén, escarlating, etc.).

El alcohel lesicna la mucosa gdsirica al incrementar la degradacion del moco v la

difusién de iones hidrégeno a través de la barrera de moco af reducir la secrecidn de
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bicarbonato por las células de 2 mucosa. Las sales biliares tienen efectos sirmilares La
“gastritis por estrés”, presente en pacientes graves o lesionados, se atribuye a reduccion del

aporte sanguineo a la mucosa, que priva de oxigeno, nutrientes y bicarbonato a las células
(19

Las crdnicas pueden ser resuliado de gasiritis agudas, por fendmenos mmunolégicos y

secundarios a padecimientos sistémicos. Pueden ser atroficas e hipertrofica. ®

La infeccion por H. pyfori es la principal causa de gastriiis cronica B o antral es la mas
comuin, 2fecta en especial el epitelio antral secretor de moco y (en grado variable) ef cuerpo
secretor de 4cido. Numerosos pacientes con dispepsia no ulcerosa también tienen gastritis
crénica B y no se relaciona con la gastritis A, que es un trastorno auto inmune que afecta
anticuerpos de células parictal e inflamacién crénica de la mucosa en el coerpo del
estdmago, cast sin afeciar el aniro, aparte de hipoclorhidria {debida a disfuncion de la
célula parietal), la secrecion afectada de factor intrinseco, con el tiempo causa anemia

perniciosa. Los sintomas dispépticos y tlceras gastricas nc suelen encontrarse en esta
(19.34)

situacion.

El H pplori es el factor etioldgico méis importente de la gastritis del antro v del
cuerpo gastrico, y la prevalencia de gastritis atrofica en las personas de sdad se reflaciona
con la prevalencig de infeccion en las primeras décadas de la vida, lo que sugiere que hace
progresar la gastritis y con el paso de los afios inducir gastritis atrofica. Sin embargo la
gastritis atrofica de cuerpo gastrico es baja o que parece indicar que conlleva a una atrofia

y asi mismo a la desaparicién del microorganismo. &%

La morfologia de Ia gastritis asociada a H. pyleri es caracteristica; cronics, con leve o
moderada actividad, grade wvarizble a atrofia, presencia de foliculos knfoides vy de

.. 7
predominio en aniro. ¢

1.a gastriits cromica superficial, la gastnitis atrofica y la atrofia géstrica aumentan de

frecuenciz con la edad, v a veces se asocian con sintomas epigastrico también definido,
y 3 P
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parecido 2 ia Gicera péptica Las enfermedades que infiliran la pared del estémago.”

Este de gastritis crénica por H. pylori no tiene un cuadro clinico caracteristicos, puede
haber sintomas vagos como ardor epigastrico, sensacion de indigestion, nauseas,
intolerancia a los irmtantes © un cuadre de mala digestidn o dispepsia. St el paciente
desarrolla una Gleera péptica presentara dolor tipo ulcerosa duodenal. Asi que podemos
decir que su aspecic clinico va desde el paciente asintoméatico hasta paciente con miltipies

sintomas inespecificos, !

Las caracteristicas clinicas de la gastritis agudas son inespecificas y muchos pacientes
pueden estar asinfomatico. Las nduseas, vomitos y el dolor epigastrico son caracteristicos
clinicas frecuentes. #. pyflori puede provocar cuadros clinicos de dispepsia, de aparicidn

brusea € histologia de gastritis aguda.

ULCERA PEPTECA: Las dlceras pépticas aparecen cuando el acido clorhidrico v ia
pepsina del estomago superan las defensas de la mucosa. La proteccién principal dei
estomago es una barrera de moco la cual permite que relativamente pocos lones hidrogeno
del acido en el lumen lleguen a la superficie de las céluias de la mucosa, en el fondo de esta
barrera, atrapados contra la superficie de la mucosa, los iones hidrogeno que se diseminan
lentamente a través del moco La eficlencia de esta barrera demuestra mediante la
utitizacion de microelectrodos para observar que el pH de ia superficie de la mucosa puede

mantenerse de 6 2 7 ante un pH intraluminal de 2.

Oiro factor protector es el zaporte sanguineo de la mucosa gastrica (que libera iones
bicarbonato asi como oxigeno y nutrientes para las células), la capacidad de reparar
rapidamente los tejidos lesionados y los elementos ultraestructurales que restringen el

promedio de enirada de iones hidrogeno, @4V
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Es la pérdida netamente circunscrita del tejide que reviste las partes del tubo digestivo
expuestz al jugo gastrico. Estas son el esofago bajo, Ia parte superior de!l intesting, el

intestino delgado que contienen glindulas gastricas funcionales. @

ULCERA DUODENAL: En el duodeno, que carece de barrera de moco, el principai
factor protector es &l liquido pancredfico rico en bicarbonato que es liberado en el ducdeno

como respuesia a la entrada de material acidico proveniente del estomago.

Las prostaglandinas son esenciales para la defensa de la mucosa ya que incremerta la
secrecidn de moco y de bicarbonato, el riego sanguinee a la mucosa y retarda la
degradacion del moco. Al bloquear dichos efectos mediados por prostagiandinas, farmacos
como acido acetilsalicilico y antiinflamatorios no esteroideos (AINE) pueden lesionar la

MUCOSH..(E)

Esta relacionada con la alteracién de fa barrera que normalmente impide la irritacion y

autodigestion de la mucosa por las secreciones gastricas.

Esta gsociada en un 95% con la infeccion por H. pylori. Las concentraciones de gastring
en repose No parecen aumentar. Perc son mayores que las normales y sus células parietales
incrementan su respuesta a la gastrina. Este incremento se ha demeostrado, per lo meros en
parte, debide a la infeccidon de la mucosa antral por I, pyleri, va que la hipergastrinemia
postpandrial del ulceroso, duodenal disminuye después de la  erradicacidn del

microorganismo, pero no exisie un descenso en la acidez gastrica. &%

H. pylori sdlo colonize en regiones con células mucosas gastricas. Entre un 50% a 70%
de individuos sanos v en pacientes con Gleera ducdenal se han descrito areas metaplasia
gastrica, ¢s decir, zonas de mucosa gastrica en el bulbe ducdenal antecede a fa formacion

de tlcera y H. pylori sdio infecta zonas duodenales con metaplasia gastrica. B8
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H. pyiori encuentra s¢ hibitat ideal en el moco gasirico en contacto con el epitelio de
superficie, que constituye la primera linea de defensa contra los agentes agresivos,
principalmente acido y pepsina. El microorganisme halla en esta barrera sus nutrienies v se
defiende de los iones H' hidrolizando la urea, logrando asi un microentomno alealino.
Ademas, H. pylori degrada el moco gastrico, reduciendo su viscosidad y, por tanio, su

capacidad defensiva.

También existen evidencias de que produce citotoxizas que lesionan a las
microvellosidades interrumpiendo las uniones intracelulares, lo que debilita la segunda
barrera defensiva, vy asi la posibilidad de aparicibn de erosiones superficiales y

ulceraciones.

Los procedimientos usados en el tratamiento van dirigidos a inhibir [a secrecion de acido
y a fortalecer la resistencia de ia mucosa. Algunos antidcidos son hidroxido de aluminio,
hidroxide de magnesio o carbonate de calcio, y el bloqueo de receptores Hs gastricos con

los farmacos cimetidina y ranitidina.

ULCERA GASTRICA: Esta asociada en un 75% con la infeceién por H pyieri, pero
también tienen relacidn con [a ingesta de aspirinas o antiinflamatorics no estercidecs Su
recestvidad es de un 30 % al afio v un 50% en dos afios. Por lo que se ha propuesto un
tratamiento al igual que ia ulcera duodenal que es el mantenimienic con blogueadores Hy,

por lo cual se reduce en un 10% al afio y en un 20 % en los dos afios.

H. pylori ha sido menos estudiada en ulcera duodenal ya que posiblemente se encuenira

en menor porcentaje, 7Y
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CANCER GASTRICO: Aungue son muchos factores los que se han asoctado con la
etiologia del cancer géstrico, incluyendo estado socioeconémice bajo, aumenio en la
ingesta dietética de sal y alimentos ahumados, aclorhidriz erénica por . pylori, alta ingesta

de nitratos en la dieta y otros carcindgenos quimicos @

Los sintomas del carcinoma gastrico son inespecificos v aparecen en forma indolente,

por {o que su diagndstico suele ser tardio.

El dnico tratamienio que puede ser curativo en el adenocarcinoma gastrico es la
extirpacidén quirdrgica, sin embargo en un pequefic porcentaje el paciente con linfomas
gastricos la cirugia puede combinarse con quimio y radioterapia. La tasa de éxito del

tratamiento para el linfoma es mayor que para el adenocarcinoma. “*

PATOLOGIA EN NINGS: En pafses desarrollados [a infeccién es mds bien rara en
nifios v afecta aproximadamente al 20 % de personas menores de 40 afios, mienfras que en
paises en vias de desarroll, 1a infeccidn es alta desde la nifiez, a los ¢inco afios més del

20% de la poblacion estd infectada v a los 20 afios cerca del 80% de 1a poblacion va esta
infectada, ¥

Los nifios infectados con H. pyiori desarrollan una respuesta inflamatoria v es comin

encontrar gastritis, que en muchos casos es sintomatica. ©%

La tlcera péptica es muy rata en la mifiez v el papel de la infeccion por H. gylori on el
doior abdominal cronice es a0n controvertide, sin embarge, algunos reportes recientes

sugierer que entre mas temprana €5 12 edad de infeccion, mayor es el fesgo de presentar

posteriormente cancer gastrico. 7

Se ha descrito sobre tode en nifios, un cuadre clinico de importante pérdida de proteinas

por tubc digestivo, asociado a un cuadre histologice de gastritis sguda cor presencia de &
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pyiori esta asociada con f2 gastritis cronica especialmente con la antral La prevalencia de

: - - - (25.55,54
infeccién aumenta con la edad y las malas condiciones de vida ¢ ’

El dolor abdominal crénico recurrente (DACR), defimdo por Appley, tradicionalmente
se ha considerado como un trastorno funcional v se te ha comparado con sindrome de
intestino irrtable. En algunos estudios residentes se demosird entre DACR y H. pylori en

proporcion significativa, 4%

FACTORES DE VIRULENCILA:

Se sabe que la presencia de H. pylori en el estdomago induce inflamacion de la mucosa
gastrica y Tespuesta de anticuerpos locales y sistémicas. No se sabe, sin embargo, mucho
sobre la patogénesis de H. pyferi El hecho de que sélo unos cuantos de los pacientes
infectados desarrollen lesiones gastroduodenasles serias, podria deberse entre otras causas a
diferencias en la virulencia de las cepas de H. pyiori. Entre los més sobresalientes son

probables factores de virulencia de I pylori

Es la produccién de ureasa, catalasa, proteing “heat shock” de 60 kDa, capacidad de
adherirse a mucosa gastrica, presencia del gene cagd, lipopolisacaridos, la produccion de
toxina vacuolizante vacA y presencia del gene cagd. A confinuacién se describen en detalle

algunos de estos factores. >V

CITOTOXINA VACUOLIZANTE: (Vacd) Un importante factor virulencia de ZL

Pylori, es una citotoxina vacuolizante que induce [a formacion de vacuolas intracelulares

en células eucaridticas in virro. “® Lz toxina es neutralizada por antisuero (citotoxin

associated gene A) especificos de congjo La actividad citotdxica de H. pyfori se asocia 4 la
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presencia de cagd un gene que cedifica para una proteina antigénica de alto peso melecular
designada cagd. Aproximadamente del 60 % de las cepas producen esta toxine vy esto es
correlactonado con  la expresion de la actividad de ia citotdxina vacuolizante. La toxina
generalmente [a migra aproximadamente a 120-128kDa. Los pacientes con tlcera péptica
tienen cepas de A. pyfori que tienen una mayor produccion de citotoxina que los pacientes

con gastriiis, &%

Esta protefna {protoxina) incluye una secuencia de sefial de 44 aminoécidos en la porcidn

N-terminal la cual es fundamental para la secrecidn de la toxina.

El domino seftal permanece en la membrana externa una vez que la toxina es secretada
resultando en una toxina madura de 95 kDa.

Artherton y colzboradores demosiraron que los genes de vacd son mosaicos, consistenies
de cualquiera de tres secuencias de seftal (sla, sib, §2) v uno o dos alelos de la regién
media (mi, m2). Lo anterior es importante pues se sabe que el genotipo vacd de una cepa
esta asociade con el fenotipo de la citotoxina v su capacidad para inducir Glcera péptica, “®
Ademads se ha mostrado que esta diversidad estd relacionada con la funcién en que los
genotipos sl/ml expresan una incrementada actividad citotSxica wm viro, y estan asociados

con mas (ilcera péptica en tanto que los genotipos s2/m2 son no citotdxicas @*4%

eagA: Otro factor de patogenicidad es el gene asociado con la produccion de citotdxina
(citotoxin -associated gen cagd) que codifica en H. pplovi una proteina (cagd) superficial
de un alto pesc molecular (120-140 kDa), de funcion desconocida pero cuya presencia,
detectada por la existencia de anticuerpos especificos en suero guarda una firerte asociacion
con tlcera ducdenal. Un 40 % 2 60 % de pacientes con gastritis son asociados con cepas
de H. pylori caghA”™ comparado con un 80 % en 100 % de pacientes con Glcera duodenal

De¢ esta manera le presencia de cepas cagd™  es un fuerte marcador de riesgo de

enfermedad vicero-péptica. ©
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UREASA: Su actividad se observa en e citoplasma la asociacidn enire la ureasa v la
bacteria es que primero colomza el moco secretado por la mucosa gésirica, esto es por
medio de la hidrolisis de 1a urea por Iz produccion de amonio con ta que newtraliza ef pH
afrededor de la bacteria esta neutralizacién hace que H. pylori sobreviva, El amonio es
toxico para las céiulas eucariGticas y la enzima tiene un efecto directo, activando

leucocitos, monocitos y polimorfonucleares i viera. 17

PROTEINA DE CHOQUE TERMICO: Es uno de los factores que inducen la
patogénesis de la infeccion de H. pyford. Induce a las células T v Ac al reaccionar con las
células humanas y forman un hibrido de 60 HPS v esto puede provocar una reaccion

) . I IREY
autoinmune de fas células de la mucosa gastrica, 11240

MOVILIDAD: H. prlori cuenta con dos o seis flagelos polares, estos contienen dos
tipos de flagelina v genes que codifican (flad y flaB) Pero que es esencial en la movilidad
es ¢l flad. Ademas estos flagelos contienen en su membrana proteinas y lipopolisacaridos.

. C o (6.124440,47
Estos también promueven la adhesion G144

LIPGPOLISACARIDOS: El lipopolisacaridos (LPS) es un componente fundamental
de la membrana externa de las bacierias gram-negativas. En aislados frescos de H. pylori se
presenta un perfil de LPS liso y en cepas ya con cierio tiempo de coleccion se presenta un
perfil de LPS rugose. Es una endotoxina inmunomoduladora del sistema invme, compuesta
de una cadena especifica y un ndcleo de oligosacaridos unido a un lipide. Este Gltime es €l
responsable de la inmunclogia y propiedad endotoxica del LPS, en particular el lipido esta
involucrado en la adaptacion ecoldgica en la mucosz gastrica por ia bacteria, la baja

actividad inmunologica del LPE puede dejar a H. pylori que sobreviva en la mucosa

gastrica, ®
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El hallazge de los antigenos Lewis gue son expresados sobre una parte de las cadenas
faterales de los lipopolisacaridos concuerda con que la molécula de LPS tenga un perfil en

su especificidad huésped, %

DIAGNOSTICO:
Los métodos que permiten el dizendstico de Ias infecciones por £ pylori, se dividen en
dos grupos:

Los que requieren de endoscopia ¥ toma de biopsias gastricas (Métodos invasivos) y los

que no requieren endoscopias (Métodos no invasivos), que son fundamentalimente técnicas

serologicas y prueba de aliente. @57
Métodos no invasivos Métodos invasivos
Prueha de aliento Toma de biopsia 6 cultivo de biopsia
Serclogia Histologia
Tincidn de Grarm
Prueba de ureasa
METODOS INVASIVOS:

Culiive de biopsia: E! cultivo de F. pylort de muestras de tejido es un procedimiento

especializado de iaboratorio, cuando mucho, la sensibifidad es sélo de 80% 2 90%. El
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cultivo requiere una atmosfera microgerofilica v medios ewriquecidos, agar-sangre o
Skirrow (medio selective con antibigtico). El crecimiento es lento apareciendo las pequefias

colonias entre el tercer v séptimo dia de incubacion. %

Histologia: La observacién del microorganisimo es en los cortes histologicos de biopsias
endoscopicas de la mucosa gastrica. La visualizacion de H, pylori se optimiza utilizando
tincion de Giemsa o plata de Warthin-Starry esta {litfima es la ideal para evidenciar los

gérmenes. Tiene una sensibilidad del 96% (°*%

Tincién de Gram: Esta es mediante una extension la cual se tifie, esta es una forma de

diagnostico la cual suele ser sencilla, rapide. econémica en cuanto a {a presencia de . pylori. Ticne una
sensibitidad del  $5%. @9

Prueha de ureasa: Una muestra de tejido obtenida con biopsia se coloca en agar gel con
urea, buffers {amortiguador) y rojo de fenol (indicadores de pH) En presencia de H. pylori,
su enzima ureasa degrada Ia urea del gel a amontaco y COs, el cambio producido es el pH

cambia el gel de amarillo a rojo brilante. Tienen una sensibifidad de 89%. ¥

Ya que existen algunos faisos positivos debido 2 Iz existencia de otros gérmenes con

clerta actividad uregsica. ¥

Hyun Yang et al comparé los altos niveles de amonio en el jugo géstrice y I3 prueba de
CLO test para el diagndstico de infecciones de H. pylori, estudiando 75 sujetos (44 con
gasiritis cronica, 10 con dlcera gastrica, 6 con Glcera duodenal, 8 con cdncer gastrico y 7

normales) por endoscopia tomaron biopsias para culiivo de F pylord v para la prucba de
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10 test y jugo gastrico para determinar los niveles de amonio. Los pacientes con cultivo
positive tenian niveles de amonjo {13.7 + 5.8 mg/dl) Los culiivos negativos tenian unos
niveles de amonio de (4.9 + 2 4 mg/dl), por lo gue se consideran que la medicidn, de los
niveles de amonio y jugo géstrico es un métode simple, rdpido y completo pera el

diagndstico de infecciones de H. pyfori, ©

HNCONH2 + HpG__ _  , NH; +HNCOOH
H,NCOCH + HO NH; + HoCOs

HzC(); > }"r + HCO‘}
2NH; + ZHL.O & 2NH4+ + 20H

METODOS NO INVASIVOS:

Prueba de aliente: Un procedimienio menos invasor, basado también en la accidn de la
ureasa, es la prueba respiratoria de urea. En ayunas, el paciente ingiere unma cantidad
determinada de urea marcada y con radioisdtopos. En presencia de infeccion estomacal por
H. pylori, 1a vrea se descompone y el COp rmarcado se detecta en muestras respiratorias

tomadas a intervalos de 30 min. En ausencia de infeccion, la urea marcada pasa 2 Ja orina,
58

La prueba de aliento con urea marcada con C° y C'* oftece un excelents diagnodstico sin
la necesidad de toma de biopsia endoscopica. Los pacientes toman una solucién
conteniendo C" o €' de urea marcada, v toma de muestra de aliente por is6topos
clastficados, la liberacion de CC; por H. pyfori por aciivacion de ureass, con sensibilidad v
especificidad de 90%-100%. &2 -
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erofogia: La exposicidén a #. pylori produce ta formacion de anticuerpos valorables
con la téenica del ensayo de inmuncabsorbencia unida a enzima (ELISA}. Ne cobstante, ya
que los anticuerpos persisten despuss de erradicado el microorganismo, el resuliado
positive no diferencia entre infeccidén pasada o presente. En pacientes asintomaticos, el
diagnéstico por serologia podria bastar para iniciar ¢l tratamiento, pero se requieren otros

métodos {por ejemplo la prueba respiratoria, biopsia) para confirmar la curacion. 1%

También se compara con una prucba de seroaglutinacion mediante latex (Pyloriset,

Orion) pero esta tiene una sensibilidad de 46% v Ia prueba de ELISA de un 100%. ©¥

TRATAMIENTO:

La erradicacion de &. pylorf desde el punio de vista la interpretacion de los estudics del
tratamiento antimicrobiano, su erradicacion no es facil. Bl tratamiento ideal de erradicacion

de H. pyforf alin no se ha conseguido.

Ninguno de los agentes terapéuticos estdndar para la dlcera (por ejemplo antagonistas

receptores Ha v ¢ sucraifato) tienen algin efecto sobre H. pylori.

Administrado sélo, &l bismuto suprime el microorgamsme pero provoca una eradicacion
2 largo plazo en més o menos 10% de los pacientes Se han probade numerosos antibidticos
come monotratamiento, incluyendo eritromicina, amoxicilina, fluorequinolonas, tinidazol y
metronidazol, pero ninguno ha sido aceptable Ei uso de tinidazol o de metronizado! solos
ha conducido hacia la resistencia al medicamenic en un ndmero sustancial de

MiCroorganismos.

Cuando uno de esios nitroimidazoles se combinan con cualguier componente de un
g D

bismuto u otro antibidtico (por cjemplo. amoxiciling), la frecuencia de resistencia
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disminuye {pero no desaparece‘ tos indices de erradicacidn son de aproximadamente
b b ;Y
750/0

Algunos investipadores sugieren un triple tratamiento con metronidazol, bismuto vy
amoxicilina o teiraciclina, aunque no es claro que dicho esquema sea mas eficaz que el
doble tratamienio. 1%

Los medicamentos actualmente utilizados son los siguientes:

a)-Blogqueadores de a acidez

1.-Benzoimidazoles sustituidos

-Pantoprazol
-Lanzoprazol

-Omeprazol

2. -Bloqueadoeres Ho:

-Ranitidina

-Nizatidina

~Famotidina

b)-. Antimicrobianos

[

-Metronidazol
-Tinidazol
-Bismutc

~Tetraciclinas



22

Helicobacter pylori

-Amoxicilinas

-Claritromicina

La combinacién bismuto- amoxicilina- metronidazol es menos eficaz que bismuto-
metronidazol- tetraciclinas La sustifucion de tetraciclinas con doxicilina compromete la

eficacia. ¥

Amoxicilina 1g-Claritromicina 500mg-Pantoprazol u Omeprazoi 1 tableta diaria esta
combinacion se administra cada 12 horas durante 12 dias ¢ Ranitidina 300-150 mg (por dia

durante 2 afios)

Una vez lograda la curacién, los indices de reinfeccién son sorprendentemente bajos.
Para tlceras resistentes, solo la inhibicion mixima de &clde con un tratamiento como 20 mg

de Omeprazol dos veces al dia. ©%

Actualmente se usan cuatro medicamentos ios cuales son tetraciclinas, pantoprazol,
metronidazol, v sales de bismuto Un método terapéutice nuevo sugiere que la presencia de
adbesinas que se unen a carbohidratos (fructuosa, &c. sialico, etc ) ingiriendo preparados
que contengan monosacaridos v disacaridos reconocidos por las adhesinas, pueden ser

usados para prevenir el ataque de la bacteria y redueir la cotonizacién.'?

Generalmente, los tratamientos consisten en la inhibicion de la acidez con un bloqueador
de la bomba de hidrogeniones como el Pantoprazol, administrado en una sola dosis por la
mafiana en ayunas y dos antimicrobianos, como Bismuto més amoxicilina ¢ Bismuto més

tetraciclina 6 Metronidazol mas Amoxicilina.

Algunes de los esquemas publicados combinan dosis mayores de Omeprazol (hasta 80
mg o 4 capsulas) y en ocasiones tres antibiGticos Estos tratamientos logran una

erradicacién que varia entre 80 vy 95% con duracion de la terapéutica entre 10 v 15 dias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios en México han mostrado que la infeccion maltiple por cepas de H. pvlori en
pacientes con enfermedad ulcero-péptica no es evento raro. La caracterizacion genotipica
de los genes vacd con sus respectivos alelos y cagd en aislados miltiples de A. pyfori han
contribuido a demostrarlc. Sin embargo es necesaria la confirmacién de este hallazgo

mediante la genotipificacion de estos genes en colonias aisladas

| |
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OBRIETIVOS

1) Determinar los genotipo de cagd, vacd y picB en colonias aisladas de H. pylori de

nifios v adultos

2) Determinar fa utilidad de la genctipificacion de cagAd, vacd y prcB en colonias aisladas

H. pyfori de nifios y adultos para identificar la infeccion mixta por £ pylori.

3) Determinar fa frecuencia de los alelos de vacd v la presencia de cagd vy picB en

colonias aisladas de £, pyfori de nifios v adultos con enfermedad ctdo péptica.

HIPOTESIS

La expresion de los genotipos cagd, vac4 y picB seran diferentes en colonias aisladas

de H. pylfori de nifios y adultos.
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DISENG DE INVESTIGACION
Tipe de estudio

Transversal, comparative y descriptive
Peblacién de estudio

Se estudiaran colonias aisladas de H. pylori de nifios con dolor abdominal recurrente
hospitalizados en el Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI IMSS v colonias aisladas de
H. pylori de adultos con Olcera duodenal atendidos en el Hospital de Especialidades del
Ceniro Médico Nacional Siglo XX IMSS.

Criterios de inclusidn

Colonias provenientes de cultivos de biopsias tomadas por endoscopias del tracto
digestivo superior por enfermedad acido péptica, de nifios de 1 a 17 afios y de adultos de 18

a 90 afips.
Criterios de exciusién

Pacientes que hayan recibido algin tipe de antibidtico en e} dltimo mes previo a la toma

de la endoscopia

Variable dependiente

Frecuencia de infeccion con colonias aisladas de H. pylori de cagd positivas determinadas
con dos diferentes tipos de primers (335 v 349), frecuencia de aielos de vacd en colonias de

H. pylori aisladas de nifios y adultos.

Variable independiente

Colonias aisladas de nifios y adultos
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

MATERIAL

-Asas bacteriologicas

-Aplicadores

-Algodon

-Barras magnéticas

-Bolsas de papel

-Cajas petri desechables (Technicare)
-Czjas de plastico para puntas
-Criotubos de 1.5 ml

-Espatulas

-Frascos de diferentes voliimenes
-Gasas

-Gradillas

-Guantes

~Hisopos estériles
-Homogenizadores

-Hielera

-Lapiz diamante

-Matraz Erlenmever de 2 L (Pyrex)
-Marcador

-Mechero Bunsen

-Mechero automatico {Fireboy)
-Micropipetas autornaticas de 10pl, 20ul, 100ul, 200ul (Pipetman)
-Micropipetas automaticas de 0.5-10ul (Labsystems)

-Patillos

4
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-Pipetas graduadas

-Pinzas de diseccion

-Borta objetos

-Propipetas (Pipetaid)

-Probetas graduadas (Pyrex}

-Puente de tincion

-Funtas para micropipetas con / sin filtro (Labsystems)
~Tubo eppendorf (Eikay)

-Tubos para PCR (Bio-Rad)

-Vasos de precipitado de 100,250,500,1000 ml (Pyrex)

EQUIPO

-Autoclave {Fehlmex)

-Balanza analitica (Mettler)

-Balanza granataria (Scienteh)
-Campana de flujo laminar (Nuaire}
-Congelador de -20°C {Fisher Scientific)
~Congelador de -70°C (Freezer)

-Estufz con atmosfera microaerofifica (Nuaire)
-Espectrofotémetro {Pharmacia Biotech)
-Microsconia dptico (Nikon)
-Microcentrifuga refrigerada

-Parrifla de agitacidn (Huefer)
-Refrigerador de 2-8°C (Reveo)

-Termociclador (Perkin Elmer)
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MATERIAL BIGLOGICO

-Biopsias de antro y cuerpo

-Sangre de carnero

REACTIVOS

-Alcohol al 70% (Merck)

-Agar Brucella (Becton Dickson)

-Agar sangre al 10% con / sin antibidtico
-Solucion salina af 0.9%

-Caldo urea

~Caldo brucella con glicero! (Difco)

Helicobacter pylori

-Agarosa (Eastman Camara fotografica Company)

-Buffer TE (Tris base-EDTA)
-Cloroformo

-Etanol absoluto

~Tris base IM,pH 8

-Acido clorhidrico

-EDTA (Acido etitendiaminco tetraacético)
-NaQH

-Acetato de amonio 7.5 M
~Tioctanato de guamdina SM

-Agua myectable (Pisa)

-Buffer de PCR 10X-MgCl; 15 mM
-Mezcla de dNTP 10 mM

-Primers {25pM c/u)
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-Tag DINA Polimerasa {3U/ui)

~N-Lauroyl-Sarcosine {Sarkacil}

-GES {Isotiocianato de guanidina-EDTA-N-Laurul-Sarcosine)
-Isopropanol (Sigma)

~Bromura de etidie {Img/ml)

-TAE (Tris acetatos EDTA)
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DIAGRAMA DE FLUJO

FHelicobacter pyiori

Genotipificacion de colonias zisladas de & pylori de nifos v adulics

con enfermedad acido-péptica.

Toma de biopsia por

endoscopia de antro y cuerpo

Cultivo en agar sangre al

10 % con / sin antibiotico

7
Identificacion

Macroscopica
Colonias pequefias
Circulares 1-2 mm

Convexas, ranstucidas

Realizacion de pruebas
bioguimicas
Catalasa positiva
Oxidasa positiva

Ureasa postiiva

Microscopica
Bacterias gramnegativas
en formade S o bastdn
cuerveadade 60 520 9 um
de ancho 2 3 4 um de

larco
=

I
!




Helicobacter pylori

Obtencidn de cultivi

de H.pylori puro

hy

colonias aisladas

L

Propagacion de Colonias

y suspension en sol. salina 2l 0.9%

Obtencion del paquete bacteriano

3

Extraccion de DNA

A

Determinacién de concentracion y pureza de

DNA en espectrofétometro
a 260/280 nm

extraido (100ng/mi)

Ajustar conceniracion del DNA

¥
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Helicobacter pylori
PCR
k4
4
Region de cagd Region de pic Region de vacA
335y349 sla, sib,ml, m2,s1/s2
} : g,

g
Anélisis de productos de PCR

por electroforesis en geles de agarosa at 2%
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METODO

I-. Obtencidn de colonias de f pplori

a)-. Obtencidn de biopsias de antro y cuerpo de pacientes adultos (Hospital de
Especialidades CMN Siglo XX1) y de nifios (Hospital de Pediatria CMN Sigic XX} con

enfermedad sastroduodenal.

by-. Cuiltivar las biopsias en agar sangre de carnerc al 10 % con v sin antibidtico a 37°C,
con condiciones microasrofilicas (5a6 % de 02, 72 12 % C0;, 85% de N, , 8% de Ha v
alta humedad) de 5 a 10 dias.

C)-. Identificacion de H. pylori
-Morfologias macroscopicas: H. pylori se presenta como colonias pequefias convexas,

translicidas en agar sangre.

-Morfologia microscépica por medio de tincion de Gram:

El procedimiento que ¢! mismo que el utilizado para otras bacterias se describe a |

continuacion: ;

Er un portaobjetos limpio colocar una gota de agua {desionizada) o solucion salina
posteriormente colocar una colenia con la que se hard una suspension vy extenderla, dejar
secar y fijar a calor, colocar ¢l poriaobjetos en el puente de tincion, agregar el cristal violeta
por un minuto, lavar con agua corriente, agregar lugol por 30 segundos, lavar con agua
corriente, decolerar con aleohol acetona v lavar con agua corriente, adicionar safranina
durante un minute ¥ lavar con agua corriente, dejar secar y observar al microscopic con e}
objetivo de 100X, se chservan bacilos gramnegativos en forma de § 6 también se observan

cocos gramnegatives cuando son cultives viejos.
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Helicobacter priori

Ii-. Obtencion de paguete bacteriano.

2

a)- Una vez comprobada la presencia de cultive puro de H. pylori se procede a “ picar
colonias Estas se siembran masivamente en agar sangre al 10%, se incuban en condiciones

microaerofilicas durante 3 a 10 dias.

b)- Transcurrido este tiempo se comprueba la pureza del crecimienio de H. pylori
mediante prucbas micrescopicas v macroscopicas asi como también por pruebas

bloquimicas las cuales deben ser catalasa positiva, ureasa posttiva y oxidasa positiva

C)-. Una vez comprobada 1a pureza del cuitivo

d}-. Se hace propagacién masiva en otras cuatro placas de agar sangre al 10 %.

¢)-. Se cosecha el crecimiento de una placa con ayuda de un hisopo v sé resuspende en 1.0

mi de solucidn saling al O 9%,
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HI}-. Extraccién de DNA
Procedimiento No.1
Métodos de GES meodificade para extraccién de DNA cromosomat

1}-. Cosechar y resuspender en 1000 p! de solucidn salina una placa de un culiivo en

sangre de H. pylori de 48 a 72 horas {(~1 x 10° UFC).
rifuga a maxima veloaidad por 5 minutos.
3)-. Desechar sobrenadante y resuspender paquete celular en 100pl de TE

4)- Adicionar 500 pl de GES, mezclar gentilmente a temperatura ambiente y colocar en

hielo.

5)-. Adicionar 250 pl de la solucidn de acetato de amonio, previamente enfriada en hielo,

mezclar y dejar en hielo por 5 minutos

6)}- Adicionar 850 ul de cloroformo, mezclar y centrifugar en microcentrifuga a méxima

velocidad por 5 minutos
7)- Remover la fase acuosa

8)- Adicionar 320 pl de isopropanol, mezclar, dejar precipitar 5 minutos

9)- Centrifugar en microcentrifuga a maxima velecidad por ¥ minuto

i0)- Lavar paquete celular con 800ul de etanoi &l 70%. Cemrifugar por 1 minuto.
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Heficobacter pylori

11}~ Dejar secar 10 minutos en una incubadora a 43 °C

12)- Disolver con 100 pl de TE.

13}-. Verificar pureza de DNA mediante electroforesis

Mezclar 5 ul de la muestra con | ul de buffer de muestra (Loading buffer), cargar en un

gel de agarosa al 2 % y correr a 100 volts solo el tiempo necesario para observar bandas

14)- Almacenar a -20°C hasta st uso

Procedimiento No.2

Métode de ebullicién para extraccidén de DNA cromosomal.

1}-. Preparar una placa de cuitivo de H. pylori de 48 horas

2)-. Preparar una suspension bacteriana de una placa del cultivo en 500 nl agua desicnizada

estéril.

3% Hervir por 10 minutos

4)-. Centrigufar en una microcentrifuga a maxima velocidad por 10 minutos

5

T

. Transferir sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo

6)- Usar inmediatamente o almacenar el spbrenadante de la muestra a -20°C hasta su uso
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iV Método de PCR  {(Méfodo de In veaccidén en cadena de la polimerasal).

Preparacion de la mezcla maestra

1}- Adicionar los siguientes componentes a tubos para PCR estérides colocadas en hielo.

Mezcla muestra

5. Dol i B
g 2 5 I'g
g e g -
Agua  desionizada  estéril 364l
{inyectable)}
Buffer de PCR 10X + 2.5ul 1X-15mM
MgCl; 15mM
[Mezcla de dNTP 10 mM 2k G2 mM c/u
Mezcla de primers 25 mM 05ul+05ul G5 mM
cha
Taqg DNA  polimerasa 0.25 ul 0.5 mM
(5U/ul)
Subtotal 24l
Templete de DNA Tl
J_T'otal 25 ul
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2}~ Mezclar los componenies.

3)-. Tapar los iubos y centrifugar brevemente {por pulso ~ 3 segundos) en unz

microcentrifuga para colectar contenidos en el fondo.

4)-, Efectuar ciclos de amplificacion por PCR como sigue:

a)-. Regiones cagAd 349.

Efectuar 35 ciclos de amplificacion.

Modificar 94°C por 1 minuto
Alinear 55°C por 1 minuto
Extender 72°C por 2 minutos
2 helds
Extender 72°C por 6 minutos
Enfiiar 4°C tiempo necesario

b}-. Regiones de cagd 335

Efectuar 25 ciclos de amplificacion.

[ Desnaturalizar 94°C por 1 minuio
Alinear 46°C por 1 minuto
Extender 72°C por 1 minuto

! hold
Enfriar 4°C tiempo necesario.
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Heficobacter pylori
cj-. Regiones de vacA
Efectuar 35 ciclos de amplificacion.
Desnaturalizar 94°C por I minuto
Alinear 52°C por 1 minuto
Extender 72°C por 1 minuto
2 holds
Extender 72°C por 6 minutos
Enfiiar 4°C tiempo necesario

5)-. Maniener la reaccidn a 4°C. Las muesiras pueden ser almacenadas & -20°C haste su

uso,

6)-. Analizar los productos de amplificacion a través de electroforesis en geles de agarosa al

2% y visualizarios por tincion con bromuro de efidio
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V)-. Tipos de primers wtilizados.

Primers oligonucleotidos usados para la tipificacidn de cagd, vacd y prel.
p )4 Y

40

102-R

5’GCCTAGCGTAATATCACCATTACCES

-z .g f’:_. ?z :?J w O E o < ,é 5
© T ES g1z B2 = 283
Vacd r ml VA3-F S’GGTCAAAATGCGGTCATGGY 2Q0
media VA3-R SCCATTGGTACCTGTAGAAACS
Vacd r m2 VA4-F 5’GGAGCCCCAGGAAACATTGY 352
media VA4-R STCATAACTAGCGCCTTGCALY
Vacd sec | sl/s2” VAI-F FATGGAAATACAACAAACACACY 259/286"
seftal VAI-R FCTGCTTCGAATGCGCCAAACSY
VacA sec sia SSI1-F SGTCAGCATCACACTGCAACY 190
sefial VAI-R S’CTGCTTGAATGCGCCAAACS’
FacA sec slb §53-F STAGCGCCATACCGCAAGAGS 187
sefial VAL-R SCTGCTTGAATGCGCCAAACLS
FPacd sec S2 §S2-F S’"GCTAACACGCCAAATGATCCS? 199
sefial VAI-R S'CTGCTITGAATGCGCCAAACY
CagA Cag4 i} F1 5S’GATAACAGGCAAGCTTTTGAGGY 349
349 Bi S’CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGAS’
CagA Cagd™ 238 STAAGAAAGGCAAGCAAGCAGAAAAT 335
335 239 SACACAGAAGACAGAGCGTTATTY
PicB PicB™ 101-F SAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGCY 508




Belicobacter pyiori

¥§-. Controles.

Se wvolizan controles positivas v negativas dependiendo de la regidn que se este

trabajando, estos controles son de DNA de cepas tipo

Cepa | Cag4 | sla j sib | ml }.m2 | s2

R i e

3823 |+ T T R T

84183 + + + - - +
- £

VIi-. Preparacion del gel de agarosa al 2%

i)~ Se utiliza el buffer TAE 2 una concentracion 1X

2)- Se pesa 1 g de agarosa y se agregan 3¢ ml de buffer (TAE)

3)- Se calienta durante 30 minutos agitar y volver a calentar 30 minutos, este se hace hasta

que se observe transparente

4)- Se deja enfriar

5)- Sevacia en la camara previamente preparada

6} Se deja hasia formacion del gel
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Helicobacter pylor:

Ty-. Se guita ef peine.
8)-. Se adiciona buffer (TAE 1X) a la camara hasta que se cubra el gel completamente.

9)-. Se preparan las muesiras se colocan Syl de los productos de PCR y se mezclan con 2 pl

de loading buffer.
10)- Se empiezan z cargar las muestras.
11}-. En el primer pozo se colecan 5 pl de marcador de peso molecular.

12}-. 8e corre ¢f gel a los 100 volis sdlo el tiempo necesasic para observar bandas.

VY-, Tincida y ebservacion del gel de agarosa at 2%.
¥ & &

1)-. Se tifie ¢l gel con una solucién de TAE 1000 ml al cual se le adicionan 150 ul de

bromuro de etidio durante 10 minutos
2)-. Se observa el gel por medio de luz ultravioleta.
3)-. Se analizan las bandas esto es dependiendo del peso molecular que tenga cada una de

las muestras asi como {ambien comparandolos con fos controles positivos para cada una de

las regiones.
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TX)-. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de la comparacion de la presencia de los alelos de vucd y
presencia de cagA entre las colonias de H. pylory aisladas de nifios y adultos se uiilizarz el
método de chi cuadrada (X*) dado que nuestra variable es nominal (+ o -) y tuvimos dos
grupos de comparacién y nuestras celdillas tuvieron una frecuencia mayor de 5 Utilizamos
ia chi cuadrada para buscar diferencias, y considerandose significanciz estadistica con una
p< 005519

EJEMPLO-.

FORMUL A-

X? =Nfad-bec— N2Y
{atc)b+dy(arbi{ct+d)

4 Ni o1 Adultesn=9 pX*
Yo 'Ne.Cok 183, 1Né. (% ). | No.Cel. 162 Ne. (%}

. 335 76 (74) 83  ( 81) 019
349 9 (57) 97 { 95) <0 001
Cualquiera 7% (76) 102 (100) <0 001

... Ambos . 37 (5% i 78 { 76) 00013
No tipificable 25 (24) I 0 ( 0) <0001 |




Tabla de contingencia de 2 X 2 tenemos que

Para laregion de cagh 335:

Helicobacter pylori

[ NINOS | ADULTOS | TOTAL
+ 76 83 159
- 27 1¢ 46
TOTAL BRTE 102 205=N

E= Total fila X toial columna

Gran total

Ejemplo

E=_159 X 103=79.888
205

E=15%¢ X 102 =79 112
205

E=103 X 45 =23 112
205

E= 102 X 46 =22 888
205




Heficobucter pylori

xlzzig_ﬁ}i
E

X2=(76 79888 + (83 -79.112¢ + (27-23.112) + (19- 22888 ¥’
79.888 79 112 23.112 272.888

X*=0.1916 + 0 1910 + 0.6445 + 0.6604

X? = 1.6875

SUSTITUYENDO-.

Xt= 205 (1763009 - (83) 27 | -205 1 29

(76 + 27} (83 + 19} (76 + 83) {27 + 19}

X1=1205 (797-102.5Y
76840884

K= 98877781
76840884

X% =1.23%58

X? con valores corregidos de Yates = 1.2868 < X calculada =1.6875 con un grado de
libertad. P=0 194 &¥
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Helicobacter prlori

RESULTADOS

Caracteristicas de ia pobiacién estudiada.

40

En la tabla No. 1 se muestra las caracteristicas de la poblacion estudiada, los 10 nifios

seleccionados presentaron una sintomatologia de dolor abdominal recurrente, la edad

"

promedio para este grupo fue de 11 £ 3 afios y el radio de mujeres y horbres fue uno a

une En cuantc a la poblacién de adultos se estudiaron & individucs, todos con una

sintomatologia de Olcera duodenal Su edad promedio fue de 48 £ 7 afios y al igual gue en

adultos el radic de mujeres y hombres fue uno a uno

Tabla 1
! CARACTERISTICAS NINQOS o=10 ADULTOS n=
= © - | Dolor abdominal recurrente Ulcera duodenat
Edad (Promedio £DJS) 1144 43+18
Radio F-M 11 I

F: femenino

M: masculino
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Caracteristicas de las colonias aisladas de Adultes.

En la tabla No 2 se muestran de manera detallada las caracteristicas genotipicas de las
colonias aisladas de adultos estudiados También se describen algunas caracteristicas de los
pacientes, como el origen, e de colonia, presentacion clinica, edad, sexo, asi como si son
positivos o negativos para cada una de las regiones estudiadas, cag3¥, cag33s, picB. sla,

sib, 52 mf, m2, si52

Tabia 2
Q o i} o] ) :'% o~
o |2 (85 |92 B (3212 2 8128 islz iy |@
2 15 |8 b o o g a |® 9 b
1 57 A 1 1Uuni 35 %] + + + - + - + _
2 57 A 2 D | 35 M + + + - + - + -
3 57 3_(UB | 35 M + + + . + - |+ _
4 57 A 4 Ub | 35 A + + + - + - + -
5 57 C 1 uni as M + + + - + _ " _
5] 57 C 2 1upi 35 M + + + - + - - _
7 57 C 3 Upl 35 M + + + - + - + -
8 57 C 4 |Un| 35 M + + & - + _ + -
9 57 C 5 lUBl 35 1) + + + - + - + -
101 587 C g LD 35 B + |+ + - & _ + _
141 57 | C | 7 i1UD| 35 M + |+ |+ 1 - [+ 1 - {7
12 | 57 C 8 jUD| 35 M + + + - + - + _
1210 58 1A 1o tUD L 81 i + + + - + _ + -
14 ] 59 3 Jubn] 81 M + P A P I A I
i51 56 t A 4 1UD: &1 M + + + . 4+ _ - +
161 59 A 5 Jh s a1 Y1 + + + - + _ + _
17 | 59 8 1UD} 81 M + + + - + _ + N
18| 59 7_lUD] 81 % + + - - + _ + _
18 1 59 A g tLB| 81 Y + + + - + _ + R
201 58 ¢ A g |uUD: 81 M + + + - + _ n _
211 59 A 10 1UD: 81 M + + + - + _ _ +
22 | 58 o 1 tUD L /1 M + + + - + . + _
23 1 585 12 tub | 81 i + + + - + - - +
24 59 A 13 UD 61 M -+ + -+ - + — + -
251 65 L oA L1 jUb e 50 F + + + - + _ + _
26 | B85 A 2_4UD} 50 FE + * + - + - + _
27 | 865 A 3 JUDy 50 F + + + - + _ T -
28 | 65 A 4 (Ul 80 E - + + - + _ + -
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291 65 | A| 5 1UD| 50 £ _ + L+ -] ] +
3065 ALl & [UD{ 50 F + + |+ 1 - 1+ | +
‘31l 65 Cc ] 1 Jub| 50 F + + -1+ +
37 85 C 2 Ul 56 F + + + - + +
33 ! B85 C 4 U 50 F + + + - + +
44, 65 | C 7 U0 50 F + + + | - + +
35 | 65 C 8 Uh | 50 F + + + - + +
36 | 60 A 1 UGl 47 E + + + + - -
37 | 860 A 3 UG 47 E + * + + - -
38 | 80 G 1 UG 47 F + + + + - -
38 [ 80 C 2 UG | 47 F + + + + - -
40 1 80 C 4 UG 47 E + 3 + + - - -
| 41 60 C 5 UG | 47 F + + + + - + -
42 (444 A i up | 47 M + + + + + - +
1 43 | 44 A z D 47 M + ¥ + - + + +
44 | 44 A 3 ubD ] 47 M + - + + + 4 +
a5 44 | A | 4 TUDl 47 L M | + | + 1+ 1 - 1+ [+ 1+
46 | 44 | A 6 Up 1 47 M + + + + + - +
47 1 44 C 1 up i 47 M + + + + + + +
a8l a4 LG L 2 tuDl 47 M v o+ L+ e [+ [ - 1%
4G | 44 C 3 LD | 47 i - + + + + + +
50 | 44 C 4 Uup| 47 M - + + + + + +
591 44 i 5 1UD | 47 M 4 + ¥ & + + +
52 1 44 C ] U i 47 M + + + + + - +
53 | 44 C 7 upil 4y M + + + + + - +
54 | 44 C 8 UpD | 47 M 1 - + + + - +
55 160MV4| A 1 UG 48 F + - + - - - -
56 1 80 | A 4 UG | 48 F + - + - +

57 60 2% 7 UG 48 F + - + - +

58 80 A 8 GG 48 F + - + - +

58 ' 80 A 11 (UG 48 F + - + - +

60 ¢ 80 A _I 13 JUG! 48 F + - - - +

61 50 A 14 UG, 48 F + - - - +

62 B0 A 158 (UG 4B = + - + - +

63| 60 | A | 16 JUG! 48 F 1+ | - - - ¥

‘64| 60 | Al 19 lUG| 48 | F + S S +

65 | 80 A 20 VUG 4B F + - + - +

66 | 6O C 1 tIG | 48 E + - + + +

67 1 60 C 3 UG 48 F + - + + +

p8 | 80 | C 11 JUG ! 48 E + - + + +

69 1 60 C 13 (UG 48 F + - - - +

70 1 80 C 22 UG 48 E + - + - - + -
71187 | A 1 _1GC| 40 M + + « |« |+ ] - 1 +
72 | 87 A 2 GC | 40 Wl + - - - + +
731 B7 A 3 GG 40 ) + + + + - +
74 1 87 A 4 GC | 40 M + + + - + +
75 | 87 A 5 1GC| 40 i + + + + + -
76 | 87 A o] GC| 40 Bt} + x> + * 4 +
77 87 C 2 GC | 40 M + + + + - +
781 87 1 C 5 IGC] 40 M + + - - + +
791 87 | C | 7 |GCl 40 v P T +
80l 87 [ C ! 8 !GC| 40 Y T O +
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1y

81 ! 69 | A 1 _1uUD} 48 W * + |+ 1 + - L |-
82 | 69 A 2 Dt 48 M + + + + + + -
83 | B9 A 3 UD 1 46 % + | + + + + + .
841 69 | A : 4 JUD]| 45 M - + |+ | F i+ b
8Bl 89 | A1 5 JUD] 45 M + + |+ |+ £ 1 £+ 1 C
251 Ry | AL & luDt 48 M + + |+ | ¥ + - 1 -
87169 | A | 7 |UDL 46 | M T T |+ |+ P
B8l 69 [ Al 8 UD| 46 | M + + T 1w P I T
891 69 ' A i 9 JUD] 48 M + | = + 1+ |+ 1 -
o0l s [ A1 10 [UD! 48 M ¥ T |+ | v 1+ |
g1 89 A 14 JUD1 48 M + + + + - + -
92 [ 68 + A 1 12 |UD] 48 M - + |+ 3 T U
931113 . A | 2 |[UD]| 54 F + + + |+ N T
o4 {113 1 A | 4 |UD | 54 F + + |+ 1 - o R
95 | 11 A 5 Tub] 54 F + + |+ - 1 . | 1
96 11131 A | B8 [UD} 54 F + Y I Q
g7 1113 i a | 7 Tunl 54 E + ¥ [+ [ - + 1 - | -
a8 | 143 | A | 8 |UD| 54 F + + | - P -
98 | 11 G 1 uD {54 F + + + - + - +
1001113 1 G | 5 _JUD| 54 £ + + Y ] - N B S
1011113 [ C | & |[uUD]| 54 F + + |+ | - I _
02! 113 1 C | 7 {UDl 54 F £ + |+ | - ST+ | s

[B- Numero consecutive
Adsia- Numere de que se le da ai aislado ¢ paciente

Orige-. Origen de la muestra [aniro (A} y cuerpo {(C)L

Cel-. Numero de la colonia estudiada

PC-. Presentacion clinica

Se- Sexo
ED- Edad

cagA3d9- Region de cagA 349
cagA335- Region de cagA 335

pic- Alelo de la region de vacA (picB).
sia-. Alelo de la regidn de vacA (sla).

s1b- Alelo de ia regidn de vacA {sib)
52- Alelo de la regidn de vacA (52)

mE- Alelo dela region de vacA (m}
m2- Alelo dela region de vacA (m2)

s1/s2-. Alelo de la region de vacA (51/52)
+- Cuando se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para

cada una de ias regiones estudiadas

~ - Cuando no se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para
cada una de las regiones estuchadas
Y4~ Son colonias de pacientes reinfectados
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{aracteristicas de colonias aisiadas de Nifos,

En la tabla No 3 se muestran de manera detallada las caracteristicas genotipicas de las
colonias aisladas de niflos estuchados. También se describen algunas caracteristicas de los
pacientes como el origen, no de colomia, PC, edad, sexo, asi como s son positivos o

negativos para cada una de las regiones estudwadas, cag349, cag335, picB, sla, slb, 52, mi,
m2, sl/s2.

la edad, sexo. ete

Tablz 3
0 c 18 la 2 i3 |
o 12 lo|8(E (2 1§28 8 |8 (aiz|y |8
- @ a | - 0 ja g o | jo [o |[@ E [E |=
i [+ & il L7r] k) ® w
S |

1 281 iDA | C 1 12 1 M + + + + - - + -

2 281 DAY C 310121 M + + + + - - + _

3 281 DAL C | B 1121 M]| + + + + _ _ | + -

4 1281 | DAL A |1 121 M + + + + - - + _

5 | 284 Ala 21421l 0+ 1 + - - L+ _

B 281 i DA A 3 121 M + + + - + - + -

7 281 Al A 4 12 1 M + - + - + _ + .

8 307 Al A 1 111 M + + + - + - + _

G 1307 DAL A2 Tt -+ [+ - 1+ [ -+ 1
(101307 DAl Al 3 11 I« - o] T+ ] -1+ | -

1 {37 10Aa L C 1 111 M + + + - + - + -

12 1 307 Al C 2 111 M + + + - + - + -

13 | 307 Al C 3 111 M + + + - + - + _

14 1 307 {DA: C 4 11 M + + + _ + _ + - 1
15 (307 DA G 5 1111 M + + + - + - + _

18 1307 {DbAa | C ) 11 M + + + - + - + -

17 1 307 AL C L7 1113 M ¥ + 4 - + - + -

18 1307 [DA A 8 11 M + + + - + - + _

19 1307 (DAL A 8 11 M + + + - + - + _

20 1283 VDA A | 4 g F + + + - - - + _ 1 g
21 1263 i DA A L S5 | 9 1 F 1 + 1 + 1 + - - -1+ 1 - |81
22 | 263 Al A B g F + + + - - - + _ .ﬂ
23 | 2683 (DA A 7 9 E + + + - - _ + _ | s1
24 1263 \DAL A B8 19  F | 4+ | + & % - - -1+ - 187
25 1 263 1 DA A g 9 F + + + - - - + ~ fgt
26 (283 IDAL A [101 9 & 1+« | + 1 + | - | « & -t 4T "Tg1
27 1283 DAL A 41 ] 81 F + + |+ - - - L _ lgq
28 (263 DAl A2 9 F [+ U+ 1+ [ 1 -1 - [+ - |sf




Helicobacter pyleri

26 [ 263 | DA A (141 8 | F - + | _+ - - | - . - | a4
30 [ 262 [DA] C | 2 |46 F | — | - 1~ 1 -1 -1 -1+ - s
31 1262 DAL C 8 115 F - - - - L U T v
32 {262 DA C | 0115 F - - - - - -1+ - |81
33 1262 [DA| €& (11416t F | - | 1 - [ - " 1T T+ 1 "Ts1
34 1262 [DAl C 42115 F ¢ — | - | -1 -1 T T+ 1 - 1Ist
35 1262 1DAJ C [ 13115 F - - - -+ b ot -

26 92 DAl A 1 14 | F - + - - ¥ - + _

37 | 92 (DA A | 2 1141 F S T O D I S N TSN . S

38 92 DA A3 14 F - + |+ - ts Ty -

35 9Z |DA| A | 4 (44| F - + + - + - + | -

40 92 DA A |5 |14 F - i+ + - + - + | -

41 92 |DA} At 6 (14| F - + | + -l -1+ _

42 | 92 DAl A | 7 |14 | F - + |+ -+l -1+ -

43 | 92 DAV A L B 114 | F - + + - + 1 - - -

44 92 |IDAT A S 141 F - + + - + - + -

45 S2 1DAY A 101144 - + + - - - + - tad
6 |72 JpalAaj4a a7 | T -1 - T+ -1 .1 .17+«

47 | 72 |DA| A | 2 1141 F - - -1 ¥ . 1o -1 o+

48 72 |DALA | 3 114 F - - - - - - - + | g1
49 72 |{DA]l A | 4 |14 F - + + - - - - + | sa1
501 72 DA A LS |14 F - - -1 + -1 - +

511 72 DAl A6 [14]F | -1 - - [+ -]-1T -1+«

52 72 (DA A 17 194 F - - + - - - +

53 | 72 |DAJ A | 8 14| F | - | -1 - 1+ | -] -1-1+

54 72 |DA| Al 9 14 ] F - - - + - - - _

556 | 72 |DA| A 110114} F - - - - - b - |+ 181
56 | 64 DAL C [ 4 1100 F | o+ | + | + - - | - - - lsf
57 | 64 |DA; C {2 |10 F -+ |+ ] - -1 -1 +1 - 131
58 84 (DA C 1 3 110 F + + + - - . + - | a2
50 1 B84 IDATC ¢+ 4 110} F 3 o+ o+ | o+ | - % - 4 -+ f - 187
60 | 64 DA C i 5 (101 F j + ¢ + | + | + - 1 - - _

61 ;. 84 [DA| L 1 68 (10| F - + o |+ - | -1+ -

62 64 |DA1 C 1 7 Ji0| F + + + + - - 1 -

83 64 iDAJ C | 8 |10 F + + + + - - + -

64 | 64 DAY C 1 @ (10| F - + |+ 1 - b~ =+ -

65 | 84 DA C 010l F 1 - % U 5 I T 1T

86 B4 1DAYEC V41110 F - + + 5 R - X _

67 | 64 DA C [12110 ] F - + |+ L+ | - § -0+ -

68 1128 DAl A1 4 |15 F - - - - -l -1+l + [s1
69 128 1DAt At 2 | 161 F - - - - - i - Y
70 | 128 { DA | A 31151 F - - - - - + - +

71 128 | DA | A 4 (15| F - - - - - + - +

72 1128 |DAJ A | 5 1151 F - - - - - b+ |- +

73 | 128 DA A1 B 146 - - - - el .U

74 i 128 |DAI A 1 7 115 F - - - - - + - +

75 1 128 DAL A 8 1151 F - - - - - + - +

76 1 128 [ DA g 115 ] F - - - - -+l o1+

77 1128 |DAL A 101151 F - - - - -t v -1 5 ]
78 1329 |DA| A 1 i1 1 M + + + + + |+ ! % -

79 {329 DA A P2 111 1M + + i+ L+l + 1 -1+ -

80 1320 ;DA A ) 4 141 M ¥ 1+ + - « ol a -
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Helicobacter pylovi

81 1320 1DA| A 6 111t M + + + + + - +
82 1329 DA A 7 1111 M + + + + + - i+
83 | 326 |DA| A 1 i M|+ %+ + - + _ +
84 [ 320 DAl A } O [ 411 M| + | + + - + - +
85 (329 |DAl A 1101191 M | + + + + + L+ |+
86 1329 DAL A J11 141 M + 1 | + | + | + | + | +
87 {329 /DA A 1121141 | M | + + + _ + |+ | +
88 | 329 DAl A |13 /41 | M | _« + + - + - +
B9 1320 1DAY A 114114 1 N + + + - 4 4 +
90 1328 IDA| A |15 111 M + + + + + - +
,_9_1 345 | DA A 1 8 I M | + + + - + . +
82 1346 {DAL A | 2 8 t M { + - - + - +
93 1345 |DA| A 1 3 8 | M | + + - + + - +
94 1345 |DA[ A | 8 | M| + | + + 1+ | o+ - i+
85 1 345 DAl C 8 Y] + + + - + _ -
96 1345 |DA; C g8 | M ¢ + + + - + - | ¥
97 | 345 1DA| C | 3 8 1M | + + + - + _ +
98 | 345 LDA| C | 5 g I M [ + + + + + - +
99 | 345 |DAI C | 6 8 (M| + + + + + - +
1001 323 1DA| C 1 7 1M+ + + - + _ +
01323 DA C | 2 7 1M1+ + + - + - +
10201 323 |DAL C | 3 7 1M+ + + - + - *
103[(323tpalc 5t 7 Ml + [« 1+ -1+]-1%

ID- Mimero consecutivo.
Aisia-. Némero de que se le da al aislado o paciente.
Orige- Origen de la muestra [antro (A) v cuerpo (O

Col-. Namero de la colonia estudiada.
PC-. Presentacion clinica.

Se-. Sexo

ED-. Edad

cagA349- Regidn de cagh 349
cagh335-. Regidn de cagh 335,

pic-. alelo de la region de vacA {picB).
sla-. Alelo de la region de vacA (sla).
sib-.alelo de la region de vacA {slb).
52-. Alelo de la region de vacA (s2).
mi-. Alelo de la regién de vacA (ml).
m2-. Aleio de Ia region de vacA (m2).
s1/s2- Alelo de la regidn de vacA (s1/s2).

+-. Cuando se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muesira positiva para

cada una de las regiones estudiadas.

— -. Cuando no se presenta ¢l mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para

cada una de las regiones estudiadas.




Halicobacter pyfori

6i5
492
369
246
123

Muestras positivas para la region cag A 335 ya que presentan un tamafio de
producto de 335 bp

SITE - R TR TR SFONT R v e am oo

515
£92
369
246
123

Muesiras positivas para 1a region cag A 345 ya que presenian un tamafiic de

producto de 349 bp




Helicobacter pylori

Muestras positivas para la region s ¢l alelo sla ya que presentan un tamafio de
producto de 190 bp
sla

615
492
369
246
123

Muestras positivas para la Tegion s el alelo s1b ya que presentan un tamatio de
producto de 187 bp
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Felicobacter pylort

615
492
369
246
123

Muestras posiiivas para la region s el alelo s2 ya gue presentan un tamatio de
producto de 199 bp

Muestras positivas para n
tamafic de producio de 250 para ml y 352 para m2




Helicobucter pylori

615
492
369
246
123

Muestras positivas para la region picB ya que presentan un tamafio de
producto de 508 bp
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Helicobacter pylori

Genotipos de vac4 y cagA encontrades en colonias aisladas de adultos.

En la tabla No 4 se describen los diferentes patrones de genotipos que se encontraron en
los nueve pacientes con colonias aisladas de adultos se encontraren airededor de 2 a 8

patrones diferentes por paciente

Tabla 4

1 57 1 + + - + 1 -] « | -
2 + + + - + -1+ -

2 5 i + + - - + - + -
pi + + + - + | -1+ -

3 + + + - + Lo+

3 &3 1 - + + - + P-4+ -
2 + + + - + - + -

4 44v4 1 + - + + 1+ -+ -
2 + + + - + 1+ + | -

3 + - + + |+ [+ + ) -

| P4 - + + |+ h i+ 1.
5 + + + + b -+l

& + + + + |+ 1+l + 1 -

5 50 1 + + + P D D
{ 2 + + R
3 + + 1 + + -+ -1

6 §0v4 1 + - + | - - <% -
2 + - - - - + - -

3 + - R

4 + - - - -+ - +

5 + - + + - i+ - -

7 87 i + + + + + =i+ -
2 + - - - + -+ -

3 + + + + - -1+ -

4 + + + + - |+ + -




Helicobacter prlori

| 5 + + + + s -0 -] -
s + + + - e bl + 0 -

7 + + R I T e s

2 o+ + - 1 - + -1+ -

-

3 69 1 + + + + -+t + [ -
pA - + + + -+ + -

3 + + + + - i+ ] - -

4 + + + I R e R

5 - + + + | - -+ -

-
9 113 L + + + [+ - 1-[-1+
o

' + + + - -+ - +

3 + + + - - - -+

! a + + + - - i+ -] -
[ 5 + + + - T S

Ne- Numero consecutivo
Paciente-. Niimero correspondiente del paciente.
Patron-. Nimere que se presentan en los pacientes v las colonias.

cagAl349- Region de cagA 349 positivo o negativo.

cagh3I5-. Region de cagd 335 positivo o negaiivo

pic- alelo de la region de vacA (picB) positivo o negativo

sha- alelo de la regidn de vacA (s1a) positivo o negativo

sib-. alelo de la region de vacA (slb) positivo o negativo.

52-. alelo de ia region de vacA (s2) positivo o negativo.

mi- alelo de fa region de vacA (m1) positive o negativo

m2-. alelo de la region de vacA (m2) positive o negativo.

s1/s2- alele de la region de vacA (s1/s2) positive o negativo.

+-. Cuando se presenta €l mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para
cada una de las regiones estudiadas

- -. Cuando no se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para
¥4- Son colonias de pacientes reinfectados



Helicobacter pylori

En esia tabla No 4A se muestra el nimero del paciente ef nimero de colonias aisladas de

ese paciente {adultos) asi como también el niimero de patrones que se presentaron para ese

mismo pacientes.

TABLA 4A

i 57 i2 2
2 39 12 3
3 65 i1 2
4 60 6 6
3 44V4 13 3
6 60V4 16 3
7 87 10 8
8 69 iz 5
9 i13 10 5

Ne. NtGmero consecutivo

Paciente-. NGmero del paciente

Ne.col~. Numero de colonias aisladas por paciente

. .
Patrén - Nimero de patrones encontr
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Helicobacter pylori

En lz tabla No. 4B se presenta el ndmero de paciente (adultos) asi como también el
numera de colonias aisladas por cada paciente de los cuales fueron ¢ pacientes estudiados y
en total se estudiaron 103 colonias, por cada paciente se tienen alrededer de 6 a 16 colonias
y el nimero de patrén es de 2 a 8 diferentes patrones y el numero de colonias que

presentan el mismo patron encontrado.

TABLA 4B

1 | 57(12)

2 | 59(12) 7187010

Lot
[
in
==
—
—
e’

4 | 60(6)

5 | 44(13) 8 | 6%12)

Bl | pd| e Wt | N = {wW ]| it

UYTNCY PV P PR FCT B ) POY N B ] DS e e el o

& 60V4 9 113(10}

[ony

(16)

[
fiN

W
~]

U\#WK\)MG\U‘&WN—MOO\JCJ\M.PNMMM-«&
»-‘Mk,)bJ»—ar—l.—A-—t\J-—-._]H.—nNH»-en—aHMw—a

No-, Nilmero consecutivo.
Paciente- Niimero correspoadiente del paciente.
Patrén-. Nimere que se presentan en los pacientes v las coloniag

Neo. Colo.- Namero de colonias que presenta cada patron

V4- Son colonnias de pacientes reinfectados

NOTA: Los nimeros encerrados en paréntesis, significan el nimero de colonias
estudiadas en el paciente
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Helicobucter pylori

Genetipos de vacA y cagA encontrados en colonias zislzdas de nifos.

En la siguiente tabla se describen los diferentes patrones de genotipos gue se encontraron
en los diez pacientes con colonias aisladas de nifios, se encontraron alrededor de2a 6

patrones diferentes por cada paciente.

Tabla 5

Paciente- Numero correspondiente del paciente
Patrén-. Niimero que se presenian en los pacientes v las colonias

cagAl349- Region de cagA 349 positivo o negativo

= gi"?:? ‘;’,:9;5 j-ﬁ' B e

HECiUlR| RN g

i NS b N 2] - + + +i- _1+1-

1 U281 (104 |- i+ [- [+ (- |+]- % W U PR S s P o o

2+ [+ [+ j-i+ 1- i+ 73 S Y O P T R

LR E S S P o 51y 1+ 1+ (=1~ - 1-1]-

2 1367 [11+ [- 1+ {-1% |- [*]- 7 i B s G e

3163?125-::?::}%* T S ol o o el L ol

= 2i- |- - 1-]- |- {+<i+

i+ |+ |+ i-1- - +]- £ P O P O P D I

N L2200 L Sl I o G Sl 9 1339 4§81+ |+ {+ i+|+ |[+]+]-

A A Sl L Sl L el 2+ [+ |+ f+i+ |- 1+1-

S 192 pl- ¥ I+ f-1- (- ft]- 30+ b+ [+ |-+ {-]+]-

E A S el el ol 1+ 1+ [+ [-[+ 1+1+]-

Rl N o ol el 10 {345 [1{+ [+ [+ [-{+ |-{+]-

672_1;:':";"""' T TR U D (FE D NS

= - M Bal Sal A i+ f+ J- J+]+ 1-1+1-

Z+'+;"': 4+ |+ 1+ T+ |-+

3 DA R s oo oo s+ ]+ )+ -0 -t
V7164 (1)- 4t j+ -t j- 14




cagA335-. Region de cagA 335 positive o negativo

pic- alelo de la region de vacA (picB) positive o negativo.
sla- Alelo de la regidn de vacA (s1a) positivo 0 negativo.
sib-.alelo de la region de vacA (slb) positive o negativo,
s2-, Alelo de la region de vacA (s2) positivo o negativo.
ml-alelo dela regiom de vacA {ml} postiivo o negativo
m2-. Alelo de la region de vacA (m2) positivo o negativo.
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Helicobucter priori

s1/82- Alelo de la region de vacA (s1/s2) positivo o negativo

En la tabla No. SA se muestra el niimerc del pacienie, &l nimero de colonias aisladas de ese

pacienie {(nifios) asi como también el nimero de patrones que se presentaron para ese

mismo pacientes.

Tabla SA

) oS I =
S
1 3
2 307 2 7
3 263 10 2
i 262 3 2
5 02 0 3
6 7 10 5
7 64 12 6
g 138 10 3
9 329 13 7
10 345 3 5

Neo. Namero consecutive

Paciente-. Numero det paciente

Ng.col-. Numero de colonias aisladas por paciente.

No. Patrones numero de patrones encontrados por pacientes.




Helicopuster prion

En ia tabla No 5B se presenta el nimero de paciente (nifios) los cuales fueron 10, asi como
también 2! niimero de colonias aisladas las cuales fueron 102 colonias, se tienen de 6 a 13
colonias por cada paciente, el aumero de patrdn es de 2 a 6 diferentes patrones y el numero
de colonias gue se presentan el mismo patron encontredo

TABLA 5B

S 2
-8 “3
1 281(7) 1 | 2 3
2 t 3 1
3 5 4 2
2 | 307(12) 1 2 3 1
2 10 6 2
3_| 263(10) i ! 8 | 128(10) 1 8
2 9 2 1
4 | 262(6) [ 5 3 :
2 i g | 320(13) ] 3
5 1 92(10) i i 3 1
2 11 )
3 8 4 2
6 ;) 72(10) 1 2 10 345(9) 1 3
2 i 9 1
3 1 3 i
4 4 4 3
3 2 5 1

7 1 64(12) 1 1

Ho- Nimers consecutive
Paciente~ Nimerc correspondiente del paciente

hi-, WNimere gue 3€ presentan et iGs pacientes v ias colonias
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Helicobacter pyiort

Frecuencia de alelos de vacA en colonias de H. pylori aislades de nifios y
adultos de México.

En Ia tabla

Z.

0. 6 se presenta la frecuencia de los atelos de vacd en colonias aisladas de

d iz region de sla y slb, en las colomas asiadas
de nifios y adultos se presentan cast de igual forma 1o se¢ encuentra significancia, para la
region de s2 se presenta significancia en colonias aisladas de H. pylori de adultos que de
colonias zisladas de A pylori de nifios (regidn s2 p=<0.001). Para la region de s1/52 se
presenta significativamente con mayor frecuencia el s1 de colonias aisladas de H. pyiori de
nifios que en colonias aisladas de H. pylor! de adultos y cast de igual forma se presenta la
frecuencia para la region de s2 para los dos casos, la region de s1/s2 solo se realizd para
colonias zisladas que no se tipificaron con los otros tipos de primers y no para todas las
colonias, sin embargo no todas las colonias se pudieron tipificar, en las colomas aistadas
de nifios dos colonias que no tipificaron, para el caso de colonias aisladas de adultes wdas

las colonias se pudieron tipificar

En cuanto a la regién media ef alelo de m1 se presenta casi de igual forma para colonias
aisladas de nifios y de adultos, solo que persiste la incidencia en colonias aisladas de nifios,
para el alelo de m2 ias colonias aisladas de nifios es significativamente mas frecuentes que
en colonias aisladas de adulios, v con lo que respecta a las no tipificables es

significativamente mas frecuente en colonizs aisladas de adultos




Tabla &

Helicobucter pylore

Nifios n=10. e
‘No.Cel. 363 No. | No.Cekl 102 7 No. [% o :

300 (30) 38 (37) 028

450 (49) 56 (55) 036

114 {14 42 {41 <1001

H 213 (20)(3) 31 (301 <0 001/0.32

12 (2) 0 (0 ) 0.i6

980 (18) 64 (63) 002

19 (18) 12 (12) <(.601

16 6) 26 (25) <0.001

X? chi cuadrada ¢ < 0.05

COLONIAS DE NNCS PARA LAREGIONS

'Ost
s
'}Bnotipéﬂcaﬁe




PORCENTAJES

ocaB88588

Helicobacter pylovi

COLONIAS DE ADULTCS PARA LAREGION

Esla
Bsib 3
ms2
gst

Osz
O noftipficable

COMPARACION PARA LA REGION S

i

06
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COLONIAS DE NINOS PARA LA REGION m

ane

173 no tipificabile !
.

lbaed

B
{mmﬁp&fé@ﬁe




Frecuencia de infeccién con aislados de cagA ' determinados con dos
diferentes tipos de primers en colonias de H. pylori aislades de nifios y

adultos de México.

Helicobacter pylori

6y

En la tabla No 7 se muestra la frecuencia de infeccion de aislados de cagd’

determinados con dos diferentes tipos de primers que corresponden al tipo que da 335 bpy

el tipo de 349 bp para colonias aisladas de Hpylori de nifios y aduktos de la poblacidn

Mexicana, para el alelo de caga 335 se encontraron cast de igual forma aungue en colonias

aistadas de adultos en mayor el ndmero de colonias que se encontraron, para la regién de

cagd 349 es significativamente mayor en colonias de H.pylori aisladas de adultos que de

pifios, también se presenta una significancia mayor para colonias aisladas de adulios que se

encontraron ¢on cualquiera v ambos de los dos tipes de primers, para el tipo que no son

tipificables se encontraron con mayor irecuencia en colonias aisladas de nifios

Tabla 7

.. Juegosde . - | Nifip N S
primers "N Ne.Ta} "
333 7% (14) 83 (81 0.19

349 50 (57) 97 (9% <0 001
Cualguiera® 78 (76) 102 (100) <0 601
Ambos 57 (35) 78 ( 76) 0.0015
Notipificable- | 25 (24) 0 { 0 <0 001

X% chi cuadrada ¢ < 0,05
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COLONIAS DE MINOS PARA LA REGION
cagh

{0 Cualquiera |
| Ambos i
£ No tipificable

COLONIAS DE ADULTOS PARA LA
REGION cagA

C 81
: B335

348
T Cualguiera
[ Ambos

O No tipificable




PORCENTAJE

@ -
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Helicobucter pylori

REGION cagh

3B 348 Quegiera Ars  Molighcetie
ALELOS

"——-—(‘G;CE\MSEENM
gmoaJMASLEAMTCB




fielicobacter pylor

Relacién de la combinacién picB y cagA en colonias de H. pylori aislades
de mifgs y aduites de Méxice.

En la tabla No. 8 se presenta la relacidon de fa combinacion picB vy cagAd en colonias de
H.pylori aisladas de nifios vy adultos Mexicanos, se muestra que no hay relacion entre las
colonias aisladas de nifios y adultos que presenten la combinacion picB /cagA™ en cambio
para la combinacion picB /cagA” si se encontraron con muche mas frecuencia en adultos
que en nifios y para la combinacion de picB/cagd” se encontraron de igual forma tanto
para colonias de nifios como para colonias de adultos, para la combinacion pich ‘cagd’ solo
se presenta en colonias aisladas de nifios y para la combinacion prcB cagA ™ la frecuencia es

significativamente mayor en colonias aisladas de nifios con respecio a las colonias aistadas

de adultos

Tabla 8

Combiracién (Niﬁos n=19 Adultos n=9 px’

picB-cagA No.Col.1G3 No. (%} | No.Col. 182 No. {%}

picB fcagd” 35 {53} 76 {15 50017

picB /cagd” 0 {0) Q (0) 0.0

picB icagA’ 25 (24) 0 (0} [ <0.001
icB/cagA” 8 (8) 2 (2) 0.0537

! definido en cualquiera de los dos juegos de primers usados.
X* chi cuadrada a < 0.05




Helicobaeter pylor{

COLONIAS DE NINOS PARA LA
COMBINACION picB-cagh

B +icaght,
E picB+/cagA- |
[E picB-fcagA-
DlpicB-/cagh+

COLONIAS DE ADULTOS PARA LA
COMBINACION picB-cagh

02

picB+/cagh+
picB+/cagA- |
& picB-/cagA- |




PORCENTAJES
o3 R858838
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COMPARACION PARA LA
COMBINACION DE picB-cagh

b 1

picBHicagh picBicagh- picB-icagh- pIcBeag ™~~~ e oF NIROS

—— COLONIAS DE
ADULTOS




DISCUSION




Helicobacter pyrlori

DISCUSION

Aunque la infeccién con multiples cepas de H. pylori ha sido descrita con anterioridad la
mayor parte de los pacientes son infectados por un sdlo tipo de cepa Sin embargo, en
paises en vias de desarrollo Iz infeccidn muiltiple es un evento comiin entre la poblacion
Algunos métodos usados para establecer que se trata de una infeceidn multiple han sido
por fingerpriting de DNA (RAPD Random amplification lenght fragments polymorphism ¢
RLEP Restriction lenght fragments polymorphism) sin embargo, recientemente en Mexico
se ha encontrado que usando el sistema de tipificacién de vac4 desarrollado por Artherton
y cols en aislados multiples v colonias aisladas es posible establecer infeccidn multiple por

H. pylowi en nifios y en adultos.

En este irabajo nos propusimos comparar la infeccion miltiple por cepas de H. pylori
mediante la genotipificacion de los genes cagd, picB y vacd de colonias aisiadas de nifios
v adultos mexicanos. Uno de los enfoques gue se utilizaron fue el establecer patrones
genotipicos usando combinaciones de iodos los genes estudiados de las colonias ya
estudiadas, con el fin de determinar la diversidad de esta infeccidon miltiple en los pacientes

estudiados.

Uno de los més importantes hzllazgos relativos a la genotipificacion  de wacd
encontrados fue la existencia de un mayor numero de patrones genotipicos en colonias

aisladas de adultos que e colonias atsladas de nifios.
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Con respecto a los otros resultados se puso en evidencia una alta frecuencia de
infeccion maltiple cuando combinamos los alelos simples de la secuencia de sefial y la

regidn media de las colonias aistadas de nifios v de colonias aisladas de adultos.

También confirmamos lo encontrado en otros estudios hechos en México con respecto a
la regidn de cagd para la cual 25 colonias zisladas de nifios no son tipificables, en cambio

con lo que respecta a las colonias aistadas de adultos todas ias colonias fueron tipificables.

En este estadio no se encuentro mayor diferencia con respecto a los alelos slby sia,
en cambio para el alelo s2 el cual se presenia con mayor frecuencia en colonias aisladas de
adultos, esto también se ha descrito en Pert, y otros estudios en América Latina, y con lo
que respecia 4 los paises desarrollados son diferentes, ya que sla y ml del tipo de vacA

son mds relativos para la enfermedad ulcero péptica.

Para la deteccion de cagd™ se utilizaron dos tipos de primers, el gue amplifica 335
bases de pares y 349 bases de pares. Con ¢l primers 335 bp no existe diferencias entre las
colonias aisladas de mifios v las colonias aisladas de adultos, en cambio, para ef primer 349
bp se presentan diferencias en colonias aisladas de adultos, en las cuales se presentan en

mayor nimero que en colonas aisladas de nifios

También, se prebaron todas las colonias aisladas de nifios y las colonas aisladas de
adultos para explicar las diferencias entre los dos tipos de pdmers para detectar los
aislados de cagAd”, y upificamos a todas las colonias aisladas de nifios v las colonias

aisladas de adulios para el gene de picB, porque se conoce que todos los aislados que son
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picB” son cagd’, de este analisis consideraremos que todos los aislados que son cagd™ con
uno de los dos tipos de primers Los resultados muestran que no todas las colonias aisladas
de nifios presentan o anteriormente descrito (picB /cagA® 53%) y con lo que respecta a las
colonias aisladas de adultos presentan un 75%, sin embargo, para picB y cagAd™ en colonias

aisladas de nifios se presenta un 24 % v en colonias aisladas de adultos no se presenta esta

combinacion.

Para la combinacién picB /cagA™ no se presenta en ninguna de las colonias aisladas
tanto de nifios como para adultos v 1a combinacién picB / cagA” se presenta de igual forma

(20%) tanto en colornias aisladas de nifios como en colonias aisladas de adultos.
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CONCLUSIONES

Con respecto a los genotipos de vacd mas frecuentes, se destacan varios hallazgos. Para
la region s de vacd, con la excepcion del alelo s2, cuya frecuencis fue claramente mas baja
en colonias de H. pylori aisladas de nifios, la frecuencia de 46 vy 52 en ambos grupos fue

similar a lo encontrado en un estudio previo en México realizado con aislades miltiples,

Sib vy 52 fueron los alelos de la region s mas frecuentemente identificados, contrario a
reportes & mvel mundial en los que s/a es e alelo de 1a regidn s mas asociado a enfermedad
gastroduodenal, Para la tegién media, comparando inversamente con et estudio en cuestion,
nl fue la regidn mas frecuentemente identificada en colonias, contrario 2 los resultados del
estudio con aisiados multiples que muestran altas frecuencias similares para ambos alelos
de m, tanto en nifios como en adultos. Cabe resaltar que /, ha sido mas frecuentemente
asociade con enfermedad gastroduodenal que m2. Al igual que en el estudio de
genotipificacion de aistados multiples, se encontraron cepas no tipificables para la regién 5
unicamente entre agueflas aisladas de nifios ¥ no tipificables para la region = en ambos

gIupos.

En relacién con la genotipificacion de cagd con los dos juegos de primers, los primers que
amplifican para un producto de 349 bp fueron ligeramente mejores para identificar colonias
cagd” que wilizando el juego de primers que amplifican para un producto de 335 bp
utilizande colonias provenientes de adultos. Lo anterior contrasia notablemente con lo
encontrado en el estudio con aislados miliiples en el que ¢i juege de primers gque
amplifican para un producte de 333 bp es notablemente mejor parz identificar colonias
cagA” que el juego de primers que amplifican para un producte de 349 bp. Otro hallazgo
importante en este estudio de colonias fue que todas las colonias estudiadas fueron

tipificables combinando la genotipificacidn con ambos juegos de primers.
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Par lo que refiere 2 las colonias de H. pylori aisladas de nifios aungue iz identificacion
de colonias cagd” fue mejor con el juego de primers que amplifica par un producto de 335,
se mantuvo la misma tendencia que en el trabajo realizado con aislados multiples. De ignal
manera algunas colonias fueron 110 tipificables, sin embargo el porcentaje de
identificacion fue mucho menor que en el estudio realizado con aislados multiples, v de
igual modo, aungue menor gue en fas colonias provenientes de los adultos, el porcentaje de
identificacion de colonias cagd™ fue mucho mejor que lo encontrado en el estudio con

aislados maltiples.

Las diferencias para detectar colonias cagd” con los dos juegos de primers utilizados
pueden ser explicados por diferencias en la secuencia del gene cagd en colonias aistadas de
los pacientes mexicanos {nifios v adultos), lo cual podria significar que estas diferencias se
deben z un menor reconocimiento de regiones mas conservadas, segin el juego de primers

utilizado, esto es mayor o menor homologia con las secuencias de los primers.

También tratando de explicar diferencias en la capacidad para identificar colonias cagA”™
entre los dos juegos de primers, decidimos ademés tipificarlas para el gene picB, va que se
ha descrito que todas las cepas picB’ son también cagd . Para este analisis, consideramos
todas las cepas tipificadas con cualquiera de los dos juegos de primers utilizados los
resuliados (ver izbla 7 v 8) aunque concordantes detectaron 8/103 picB /cagd™ entre las
colonias provenientes de nifios v 2/102 enire aguellas provenientes de adultos, para la
relacion de picB” /cagA™ no se encontro mayor significancia va que las colonias aisladas de
adultos presentan un mimero mayor de incidencia y la relacion de picB” /cagd” esta relacion
no se presenta para ambos grupos de colonias aisladas sin embargo para la relacion picE -

‘cagd” solo la presentan colonias aisladas de nifios

Con respecto al gen de vacd el cual se divide en varias reglones como son la s o sefial y
fa m o media, lo cual se ha diche que este gen esta asociado con un fenotipo de citotoxinao

su capacidad de inducir dlcera péptica, con los resultados obtenides podemos apreciar que
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con respecto a los alefos sla, s1b,ml no se encuentra gran diferencia con respecto a los dos
grupos de colonias estudiadas, sin embargo, con respecte al primers utilizado para
determinar la region de si/s2 es significativamente mayor para las colonias aisladas de
nifios con respecto a los adultos y aun utilizando este tipo de primers encontramos que
algunas colonias no pueden ser tipificadas , v para el caso de la ufilizacién de primers para
el alelo de la regidon media encontrames una significancia mayor hacia las colomas de

adultos y& que en nifios solo 6 colonias no pudieron tipificarse con la utilizacion de este
primers.

Los resultados aqui representados confirman resultados previos realizados con aislados
myiltiples de que la infeccion miltiple es mas comtn en poblacién aduita, Explicar la causa,
es difici! , pero una posible explicacién podria ser una alta recombinacion entre cepas de AL

pyiori que se incrementa con la edad, tal como lo muestran nuestros resultados.



CAPITULO 11

ANEXOS
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ANEXOS I

El DNA (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO).

E! Biodlogo Watson y el Fisico Crick propusieron una imagen de Ia estructura molecular
del ADN 6 DNA, el cual se presenia en todas las células eucariGticas y procaridticas. El
niclec se encuentran los cromosomas, que Hlevan el “ mensaje genético ” molde de todas
las caracteristicas hereditarias individuales, Cada cromosoma esta formado #cido
desoxirtibonucleico {ADN}. Las unidades finales de la herencia son los genes y cada gen es

unz porcion de molécula de ADN

El ADN esta constituido por dos cadenas extremadamente largas de nucledtidos que

contienen zdemnina { A), guanina (G}, timing (T} y citosina (C).

Las cadenas estan untdas por enlaces de hidrdgeno entre las bases, uniéndose siempre la
- .. . . . 4 . .s N
adenina con la timina y la guanina con la citosina. % E} mensaje es transmitido mediante un

chdigo que representa ¢l acomodo de os nucledtidos en la estructura del DNA.



42

Helicobacter priore

ANEXO Z

Descripcién del Método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

para ta deteccion de H, pyiori

El métoda de la reaccion en cadena de la polimerasa se debe a Kary Mullis en 1986

(California, USA} v sirve para amplificar secuencias egpecificas de DNA.

El téminoe “ reaccidn en cadena de la polimerasa ™ {PCR) se aplica al proceso

bioguimico in vitro, mediante el cual las cadenas individuales de ADW blance son
duplicadas por el DNA polimerasa en cada uno de los ciclos {generalmente entre 20 v 30}
que integran la reaccion, al final de cada uno de los cuales ias nuevas cadenas vuelven 2 ser
duplicadas por ja misma enzima, lograndose una produceidn exponencial de millopes de

copias del gen o segimento de ADN especifico sometido al proceso

En general, los componentes requeridos para un PCR son ADN, iniciadores
{oligonucleétidos) especificos que flagelan el gen o segmento que actha como blanco parz
la amplificacion: mezcla de desoxinucledtidos (dNTP’s); solucidén amortiguadora de

reaccidn, y ADN polimerasa

En cuanto al equipo reguerido: Microcentrifuga, micropipetas, congelador de
-20°C, belanza analitice, termociclador, fuente de poder, espectrofotémetro, tubos para
microcentrifuga estériles, tubos de PCR estérites, guantes vy tapabocas estéries, punthias
con filtro para micropipetas, cdmara de electroforesis, transluminador de luz UV, campana

de flujo laminar.
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QLIGONUCLEQTIDOS: Primere se sintetizan oligonucledtidos, la secuencia de estos

es responsable de la amphficacion especifica del fragmento deseado, cada uno
complementaric 2 unz secuencia corta en una banda del segmento de DNA vy que se sitiia
cerca del extremo de la secuencia que se desea ampiificar. Estos oligonucledtidos sintéticos

pueden utilizarse como indicadores para fa replicacién de un segmento de DNA  vitro.

Hste es uno de los parametros mas importantes que determina la especificidad del PCR.
Idealmente, en cada 100 pl de reaccion, la concentracion aceptable de cada ohigonucledtido
oscila entre 0 05 v 1.0 pM. El uso de concentraciones mayores favoreee la amplificacion de

regiones inespecificas y la formacion de dimeros de oligonucleétidos

La sintesis de oligonucleotidos consiste simplemente en la adicién sucesiva de
monomeros {nucledtidos) activados a nuclebtidos previamente fijados a tna resina soporte.
Su tamafio debe oscilar entre 20 vy 30 nucledtidos, un contenide de G y € de
aproximadamente 50% una temperatura miedia de fusion (Tm}) de 55°C, que no sean

complementarios entre si 0 consigo mismos (para evitar la formacidn de estructuras

secundarias v de dimeros de oligonucledtidos).

Los oligonucledtidos son liberados de la resina, pusificados v recuperados por
electroforesis preparativa en geles de polizerflamida o preferentemente mediante
cromatografia liquida de alta presién. Algunas modificaciones quimicas en ef residuo 57
-OH del dltime mondmero incorporade, permiten la adicidn de grupos radiaciivos o de
bictina, de tal manera que el oligonuciedtido queda preparado para participar directamente

en procesos de identificacion de secuencias génicas.
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DNA BLANCO La concentracion de ADN blanco en ia reaccidn depende de la fuente
utilizada, e idealmente se requieren aproximadamente 10° copias de ADN blanco, este es,
de 300 ng a lug de ADN gendmico humanc. En el case de usarse genes clonados en

plasmidos, de 25 a 100 ng de su ADN son mas que suficientes.

ENZIMA ADN_ POIIMERASA Tag es la mas usada por su ficil estandarizacion y

menos costo. Esta enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de endonucleasa 3° a 5°
{correctora de prucba) y de exonucleasa de 5” a 3° Su indice de error de incorporacidn es

de 4 X 10° bases y amplifica, sin dificultad segmentos de hasta 3000 pb

Se recomienda usar 1 a 2.5 U de la enzima por cada reaccion de 100 ¢,

MAGNESIO: La concemtracidn de iones de magnesio en la PCR es tambide
determinante en la especificidad de la reaccion. Concentraciones muy alzs conducen 2 unz
baja especifictdad, mientras que las concentraciones minimas necesarizs disminuven g
indice de incorporaciongs erréneas de nuclectidos, por lo que se recomienda optirsizar lg
concentracidon de MgCly en cada reaccidn, la concentracion finai enire 0.5 ¥ 2.5 mM. 8 58
disminuye demasiado la concentracidn de MgCl; 1z actividad de la enzima decae al grads

de que algunas veces la amplificacion es mla.

DMTPS: Las concentraciones minimas necesarias de dNTP’s disminuven el indice de
incorporzciones erréneas de nucledtidos, mientras que a oconceniraciones muy shies
disminuyen la especificidad de la reaccidn, por fe que la concentracién de ONTP s tanbidn
debe optimizarse. Concemraciones entre 20 y 200 um proporcionan resuliados dptimos,
debiéndase igualar la concentracion de cada uno de los cuatro dNTP’s er concentraciones

equimoiares
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Cada uno de los ciclos de la reaccidén consta de tres pasos determinados por

temperaturas v tiempos especificos, que son:

1)-. Desnamuralizacién (92-98°C, 30 a 90 segundos), en e cual se seperan o

desnaturalizan las dos cadenas complementarias del ADN blanco.

2)-. Alineamiento {50-60°C, 30-60 segundos), en el cual se realiza el apareamiento

especifico  enire fos iniciadores vy las cadenss simples del segmento de ADN

desnaturalizado.

33-. Extension (70-74°C, 30-90 segundos), en el cual que el ADN polimerasa extiende la
longitud de los iniciadores apareados al ADN blanco, al ir polimerizando los
desoxinucledtidos fibres, resultando en nuevas cadenas complementanas s las dos cadenas

sencillas presentes al inicio de la reaccién, ¢

El ciclo siguiente se contiene ahora el doble de cadenas sencillas de ADN blanco que el

anterior v finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles.

Afortunadaments, con el descubrimiento de una enzima polimerasa de ADN (Tacg)
estable al calor v que se obtienen apartir de uma bactena termofilica (Thermus
thermophilus, bacterla que crece en las aguas termales) y la infreduccidn de
termociciadores automatizados, permitieron disminuir significativamente el costo, y el

tiempao.
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Al fin de este proceso, el segmento de ADN deseado se ha amplificado a tal puztc que

puede ser facifmente aislado y después clonado.

Este método de reaccion en cadena de lz polimerasa (PCR) es tan sensible que puede

detectar hasta una sola molécula de ADN en casi cualguier tipo de riuestra. @

Debido a fa alia sensibilidad del PCR, ios problemss de contaminacién con SADN
diferente 21 que se requiere amalizar v scbre todo con productos de amplificacones
anteriores, pueden facilmente presentarse y ccasionar serios problomas sino extremss las
precauciones en ¢l montaje de la reaccidn. La contaminacion con acidos nucleicos piede
deberse a clonas de plasmidos con los que rotinariamente se wrebala en ¢ laboraterio y
estin presentes como contaminanies en camildades grandes en o equipe y materizies y

reactivos

Otra fuente de contaminacidn en el lzhoraiorio es la acumulacion de productos de PCR

preducida por amplificaciones repetidas de la mime secuencia del Gianco.

La amplificacidn de segmentos de ADN mediante e PCR se ufifiza en ochos
laboratorios y tiene miltiples aplicaciones en diferentes campos de la biomedicina, Centro
de las cuales podemos mencionar las siguienies: en el campo del diagndstico clinico esta
metodologia. ¢s utilizada en la genétice médica para el diagndstico de enfermecades
-oreditarias v algunas cromosomopatiss comunes; en el camno de la inmunciogia se
emplea para Ceterminar gsoclaciones entre el complejo mayer de histocompetibindad
{Bi.A) v la predisposicidén gendtica para el desarrolle de enfermeiades autcinmunes, ea el
campo de la oncologia para probar mutaciones activadoras de oncogenes o supresosas de

antioncogenes, para detectar arreglos cromosomicos presenies an procescs neoplasiads, y
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para Ja defeccién de virus con secuencias oncogénicas En la microbiologia el PCR se ha
utitizado en el diagndstico rapido y preciso de infecciones producidas por bacterias, hongos
v virus, particuianmente aguelios microorganismos dificiles de detectar por andalisis
microbioldgico directo v cultivo. En la medicina legal el PCR ha enriquecido enormemente
el analisis de las pruebas de paternidad y la identificacion de individuos 4 través de la
tipificacién de regiones cromdsomicas con secuencias de ADN altamente variables o

polimorfas

El proyecto del genoma humano ha recurrido al PCR para identificar nuevos genes, sus

secuencias y mutaciones.

Ep ios campos de biologia molecular. ia ingenieria genéiica v la bioteenologia, of PCR
se utiliza para Iz clonacién molecular de genes y su secuenciacion nuclediida, para ia
mutagénesis dirigida a secuencias génicas, para facilitar manipulaciones génicas
encaminadas a Ia produccion de proteinas recombinantes, y para el andlisis y cuantificacion

de la expresién génica.

El PCR promete ofrecer con su alta sensibilidad y técnicas especificas para la deteccidn
de F. pylori. La téenica de PCR para la deteccion de H pylori de muestras de biopsias
gastricas ha sido descrito por muchos laboratorios, sin embargo la precisién de la téenica

vasia.

Los faciores que afectan la precision de la prugba incluyendo la cadena de primers y ia
obtencitn del DNA, la preparacién de muestras, la densidad bacteriana, v el procedimiento
del PCR. Li et al desarrollo un ensaye de PCR el cual fue reportado con el 100% de
sensibilidad y especificidad para la deteccion de infeccién de H. pyiori con muestras de

biopsias de mucosa gastrica
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Una ventaja del potencial del PCR es gue puede permitir el diagndstico de H.gyios! et
cual puede ser no invasive para la deteccién de H. pylori en fluidos no gastricos como
puede ser ia sativa. En un estudio la sensibifidad de PCR para detectar [, pylori <n saliva
fue de un 84% Para explicar la observacibn que la saliva de algunos individuos eran
positivos para H. pyleri por PCR en la ausencia de bacteria detectable es el estémago, por

lo cual algunos autores sugteren que la cavidad oral es la sitnacion inicial de infeccién
(39,63}

Al finalizar la reaccién existen millones de copias de fragmentos de imerés, por lo que
es suficiente con colocar en un gel de agarosa una décima parte del volumen fofal de fa
reaccion correr la electroforesis y tefiir con bromuro de etidio, para verificar el éxito de fa

amplificacion. ¢
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ANEXO 3

PREPARACION DE SOLUCIONES

MEDIO SELECTIVG PARA I pyleri (SIN ANTIBIOTICO)

Agar Brucella
Sangre de carnero

Agua destonizada

40 g
50 mi
1000m!

MEDIO SELECTIVO PARA H.pylori {CON ANTIBIGTICO)

Agar Brucella
Sangre de catnero
Vancomicina
Polimixina B
Trimetroprim

Ac nalidixico
Bacitracina

Agua desionizada

40 g
50 ml
Weg
2500 uu
>g
10 mg
10 0600 U1
1000 mi

89
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PRUEBA DE UREASA

Urea 003 g
DBPs(Duibeceso’s phosphate buffered saline) 50 ml

Rojo de fenol al 1 % 2 potas
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ANEX(QO 4

PREPARACION DE SOLUCIONES

SOLUCION STOCK DE TRIS
(TRIS IMpH 8}

Vi,lai &)

Tris base 1211¢g
Agua desionizada a 1000 ml
Afustar pH cor HC conc.

SOLUCION STOCK DE EDTA
(EDTA 0.5M,pH 8)

EDTA iB6ig
NaQH ~20g
Agua desionizada & 1000 ml

Adiclonar e EDTA a unos 200 mi de agua. Agitar vigerosamenie con un agitador

magnético. Ajustar el pH agregando el NaQH
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LOADING BUFFERS
{EDTA 25 Mm, azul de bromofenci 0.25 % xilene cyancl 0.25%, glicerol 30%)

Solucidn stock de EDTA 0.5 M 5 mi
Azul de bromofenol 025 g
Xylene cyanol IFF 025¢
Glicerol 30mi

Agna desionizada a 1000 mt (~65 mi)

Almacenar a temperatura ambienie.

BROMURO DE ETIDID
{Img/ml}

Bromure de etidio S0mg
Agua desionizada 50 ml

Almacenar protegida de la luz

BUFFER TRIS-ACETATC (FAE) 50X
(Tris base 46 mM, EDTA I mM)

Tris 242 g
Solucién stock de EDTA 0.5 M, pH8 100 mi
Acido acético glacial 37.1 ml

Agua desionizada a 1000 ml
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MARCADOR DE PESO MOLECULAR
(1yg/10nl)

Loading buffer 10
123 bp ladder 6 1 kDa bpladder 10 pd

Agua desionizada estéril 80 ui
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