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RESUMEN

El proposito de este estudio fue estimar la frecuencia de los
genotipos vacA, cagA y babA2 de cepas de H. pylori aisladas de
cultivos de tejido gastrico de pacientes enfermos. Las biopsias
gastricas de los pacientes enfermos fueron maceradas y una
alicuota (100 pl) fue cultivada en agar Casman suplementado con
5% de sangre de caballo y con suplemento DENT a 37°C, en 6.5%
de CO, por cuatro dias. Helicobacter pylori fue identificado en los
cultivos por PCR anidado, los genotipos vacA cagA por PCR
multiplex y babA2 por PCR simple. Se analizaron las biopsias de
138 pacientes de las cuales el 66.7% (n = 95) correspondid al sexo
femenino y el 33.3% (n = 43) al masculino. La edad de los
pacientes se encontr6 comprendida entre los 16 y 83 afos de edad.
En el 45% (n = 62) de los cultivos obtenidos de las biopsias
gastricas del total de pacientes (n = 138) se detecté a H. pylori por
PCR anidado. El genotipo vacA se detectd en el 100% de las cepas
(n = 62), cagA en el 40.3% (n = 25) y babA2 en el 12.9% (n = 8). La
asociacién vacA s1/ vacA m1 se detecté en el 22.6% (n = 14) de
las cepas de H. pylori, vacA s1/ vacA mi1/cagA en el 16.1% (n =
10), vacA s2/ vacAmilen el 12.9% (n=9)y vacAs1/ vacA
m2/ cagA en el 11.3% (n = 7). Los resultados obtenidos mostraron
que en las lesiones gastricas de los pacientes se encontraron
asociados los genotipos citotoxicos vacA y cagA y el factor de
adherencia babA2 de Helicobacter pylori, por lo que fue necesario
establecer el tratamiento médico mas eficaz, sobre todo en sujetos

con riesgo de desarrollar cancer.



INTRODUCCION

Caracteristicas Morfoldgicas de Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, de forma espiral
que mide de 2.5 a 5 micras, tiene gran movilidad debido a la
presencia de 4 a 8 flagelos unipolares (fotografia 1). Habita
exclusivamente en el estbmago humano y es capaz de subsistir
en un ambiente extremadamente acido. Es un microorganismos
microaerofilico (requiere oxigeno en bajas concentraciones),
utiliza el hidrégeno y es oxidasa y catalasa positivas. Fue
descubierta por Marshall y Warren en 1983, en el hospital Royal

Perth de Australia a partir de biopsias del epitelio gastrico (1,2).
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Fotografia 1. Micrografia electrénica de transmisién. Helicobacter
pylori aislado a partir de una biopsia de antro gastrico de un
paciente con gastritis crénica.



Epidemiologia

Se estima que el 50% de la poblacion mundial se encuentra
infectada por esta bacteria, en donde la frecuencia de infeccidn
varia de nacion a nacién. En el mundo occidental (Oeste de Europa,
Norteamérica y Australia) la infeccién es del 25 por ciento, siendo
mucho mayor en el tercer mundo (3). En los paises en vias de
desarrollo la infeccién ocurre principalmente en personas de edad
avanzada (mas del 50 por ciento en personas de mas de 60 anos,
frente a un 20 por ciento que se presentan en personas de menos
de 40) y en los sectores mas pobres (4,5,6). En México la
prevalencia de infeccién por H. pylori es del 66% (7). Varios autores
han reportado la presencia de H. pylori en la cavidad oral y han
propuesto que ésta podria ser la fuente de la infeccion y de la re-
infeccidon del estdbmago después de la terapia, asi como de la

transmision a otras personas (8,9,10).



Factores de virulencia

Ureasa.

El jugo gastrico normal posee un pH < 4, el cual le confiere un
caracter bactericida y por tanto capaz de eliminar a muchas de las
bacterias que llegan al estbmago con la ingesta de agua vy
alimentos. Por lo tanto, la colonizacion de la mucosa gastrica por H.
pylori, implica la capacidad de esta bacteria para sobrevivir en ese
ambiente acido. La clave para la adaptacion al pH gastrico reside en
la produccién de ureasa (11). Esta enzima (urea amidohidrolasa)
cataliza la hidrélisis de urea para proporcionar amonio y carbamato,
el cual se descompone para producir otra molécula de amonio y
acido carbdnico, con lo cual neutraliza el microambiente de las
glandulas gastricas colonizadas. El efecto de esas reacciones es un
aumento del pH. La enzima también provee nitrégeno para la

sintesis proteica.



Participacion de vacA vy cagA de Helicobacter pylori en la infeccion

Se han descrito diferentes factores de virulencia de H. pylori (12),
entre los cuales el gen vacA (vacuolization associated gene) y el
gen cagA (cytotoxin associated gene) juegan un papel importante
en la infeccion (13,14,15). El gen vacA codifica una citotoxina que
tiene la capacidad de formar vacuolas en las células epiteliales (16).
vacA esta presente en todas las cepas de H. pylori y varia en 2
regiones (15), la regién s (la secuencia de la sefal) que existe
como los tipos alélicos s1 o s2 y la regidbn m (region media)
presente como los tipos alélicos m1 o m2 (17). Las cepas de H.
pylori que presentan las variantes alélicas s1/m1 producen altos
niveles de la citotoxina (18). Aproximadamente el 50-70 % de las
cepas de H. pylori posee el gen cagA (19,20) el cual es un
marcador genético para una isla de patogenicidad (cag PAl)
constituida por 31 genes (21). Las cepas de H. pylori que presentan
el gen cagA han sido asociadas con ulceracidn péptica y con cancer
gastrico (22,23). En los paises desarrollados el 60% de las cepas
son cagA+, pero en los paises subdesarrollados la proporcion de
cagA+ se estima que es mayor (24). Las cepas cagA+ al ser mas
virulentas estdn asociadas con la ulceracion duodenal, gastritis

atréfica, adenocarcinoma y se ha descrito que producen una



profunda inflamacién con una densidad bacteriana en el antro
gastrico de alrededor de 5 veces mas que la inducida por cepas
cagA- (25).

Las cepas de H. pylori han sido divididas de acuerdo a su virulencia,
en tipo 1 (vacA, cagA positivo) y tipo 2 (vacA, cagA negativo)
(26). Recientemente se ha demostrado que algunos factores de
adherencia bacteriana contribuyen a la patogenicidad de H pylori
(27,29,29). Asi, la proteina de membrana externa  BabA2,
codificada por el gen babA2 de H. pylori, favorece la adherencia
con un epitope del antigeno de grupo sanguineo Lewis B (LeB)
expresado en las células gastricas humanas (30). La adherencia de
H. pylori via BabA2 actia como un mecanismo eficiente en la
liberaciébn de VacA y CagA (31), asociandose con la patogénesis,

tal como atrofia o metaplasia intestinal (32).



Métodos diagnosticos.

Los primeros métodos de diagnoéstico de H. pylori se realizaron
analizando las biopsias gastricas, de ahi que esos métodos fueron
denominados invasivos; en contra posicidn con aquellos otros
desarrollados mas tarde, que no requieren las biopsias y que se

denominanron “no invasivos” (33).

Métodos invasivos

Requieren el analisis de biopsias gastricas para la busqueda
microscopica de la bacteria o para el cultivo y las pruebas de la

ureasa.

a) Ureasa rapida:

Este método se basa en la hidrélisis de la urea, la cual provoca la
liberacién de CO2 y NH4, con el consiguiente aumento del pH, lo
que se pone de manifiesto por un cambio en el color de un indicador
acido-base. En el mercado se consiguen diversas pruebas
comerciales como CLOtest, PyloriTek y Hpfast, que tienen alta
sensibilidad y especificidad y un tiempo de lectura corto, que puede

ser desde un minuto a 24 horas (34).



b) Cultivo:

La muestra gdastrica para el estudio bacteriolégico debe ser
macerada El medio de cultivo que se emplea es agar casman
suplemetado con sangre total de caballo, y las placas se incuban en
microaerobiosis por 5 dias a 37°C en CO, al 6.5%. A los cinco dias
de incubacion se obtienen colonias de aproximadamente 1mm de
didmetro, claras, transparentes, brillantes y convexas, que a la
tincibn de Gram muestran bacilos curvos Gram negativos, son
ureasa, catalasa y oxidasa positivos. La tincibn de Gram o una

tincién de flagelos (35) ayuda a la identificacion de la bacteria,

Métodos no invasivos

Los métodos en los cuales no se requiere biopsia han sido
denominados no invasivos (33), los dos mas utilizados son la
serologia y la prueba del carbono marcado en el aliento del
paciente. Sin embargo, recientemente se ha disefiado una prueba
para la deteccion de antigenos de Helicobacter en las heces del
paciente, cuya correlacion es excelente con respecto al hallazgo de

la bacteria en la biopsia.



Los métodos seroldgicos desarrollados permiten la evaluacién del
nivel de anticuerpos en sangre total, en saliva y en orina (33). Estos
métodos permiten realizar encuestas seroldgicas a bajo costo, pero
no permiten dar seguimiento post tratamiento al paciente, ya que los
anticuerpos suelen permanecer elevados entre 24 y 48 meses
después del tratamiento (33, 36); aunque manteniendo un suero
control pretratamiento es posible un seguimiento mediante un
ELISA cuantitativo (37). La deteccion de carbono marcado con un
isétopo, se basa en suministrar al paciente una dosis de urea
marcada con un isétopo, C13 o C14 (38, 39). Este ultimo no es
radioactivo, por lo que se centran las esperanzas en él como prueba
general, aunque es una prueba cara para paises en desarrollo (39).
Si el paciente estd infectado la bacteria hidroliza la urea en el
estbmago liberando CO, con el isétopo que es detectado en el
aliento del paciente. Por otro lado, las pruebas de PCR han
permitido la identificacién del genoma de la bacteria en saliva, placa
dental y heces, aparte de los tejidos gastricos (40,41), por lo que
estas pruebas bien podrian considerarse tanto como métodos

diagndsticos no invasivos o invasivos, segun la muestra empleada.



Tratamiento

Los antibiéticos mas comunmente empleados para el tratamiento de
la infeccion por H. pylori es claritromicina, amoxicilina y tetraciclina.
Anteriormente se utilizaba metronidazol, sin embargo las cepas
bacterianas se han seleccionado como resistentes en mas del 80
por ciento de los casos. Una vez que el H. pylori es detectado en
pacientes con una Ulcera péptica, el procedimiento normal es
erradicarla, para permitir que sane la Ulcera. La terapia tradicional
de primera linea es una semana de terapia triple consistente en los
antibioticos amoxicilina y claritromicina, y un inhibidor de bomba de
protones como el omeprazol. Se ha encontrado que cada vez que
las cepas bacterianas se han seleccionado como resistentes a los
antibiéticos. Por lo que el tratamiento inicial requiere rondas
adicionales de terapias con antibidticos o estrategias alternativas

tales como una terapia cuadruple.

Los compuestos de bismuto también son efectivos en combinacién
con el tratamiento tradicional. Para el tratamiento de las cepas de H.
pylori resistentes a la claritromicina, el uso de levoflaxacina como

parte de la terapia ha sido eficaz (42).



Debido a que en México como en otros paises en vias de desarrollo
la infeccién por Helicobacter pylori es muy alta, el identificar por
PCR los genes vacA, cagA, y babA2, en los cultivos obtenidos de
las biopsias gastricas de los pacientes, nos ayudara a correlacionar
los genotipos con el tipo y magnitud de las lesiones del tejido
gastrico, lo cual nos permitira establecer un manejo mas efectivo de
erradicacién de la bacteria, sobre todo en sujetos con riesgo de

desarrollar cancer gastrico.



ANTECEDENTES

e Garcia y colaboradores en el 2006 (43) realizaron un estudio
en el cual relacionaron la presencia de los genotipos cagA,
vacA y babA2 de Helicobacter pylori con cancer gastrico de
40 pacientes. El gen cagA fue detectado en 16 cultivos
(24.2%), vacAsla, vacAs1b, vacAs2, vacAmi y vacAm2
fueron detectados en 28 (42.4%), 14 (21.2%), 17 (25.8%), 21

(31.8%) y 29 cultivos (43.9%), respectivamente.

e Martinez y colaboradores en el 2001 (44) realizaron un
estudio en el cual detectaron los genes cagA y vacA de
Helicobacter pylori en 50 pacientes usando la técnica de
PCR. El gen cagA fue detectado en 19 muestras (38%) y el
gen vacA fue detectado en 16 muestras (32%), concluyendo
que la mayoria de las cepas aisladas de pacientes con
patologia digestiva fueron cagA+, especialmente en pacientes

con enfermedad péptica ulcerosa.



e Smith y colaboradores en el 2004 (45) evaluaron las
diferentes técnicas de diagndstico de Helicobacter pylori, con
la finalidad de determinar cual de ellos era el mas apropiado.
También detectaron el gen cagA, por PCR. Estos autores
concluyeron que el método de PCR es uno de los mas

especificos en la deteccion de Helicobacter pylori.

e Morales y colaboradores en 1999 (46) realizaron un estudio
en el cual caracterizaron los genes vacA y cagA de
Helicobacter pylori en biopsias de 20 pacientes
pertenecientes a la Ciudad de Meéxico. Dichos autores
detectaron que las variantes alélicas s1b y mide del gen

vacA fueron las mas frecuentes.

Farzad y colaboradores en el 2004 (47) realizaron un estudio
en el que compararon la prevalencia de los genotipos vacAsT,
cagA y babA2 vy las caracteristicas adhesivas de Helicobacter
pylori en pacientes infectados. La frecuencia del genotipo
babA2 se encontr6 entre el 35% al 60%. Los analisis

microscdpicos demostraron altas indices de adherencia.



OBJETIVOS

Identificacion  de Helicobacter pylori en los  cultivos
bacterianos de las biopsias gastricas de los pacientes con

enfermedad acido péptica por el método de PCR anidado.

Detectar por medio de PCR las variantes alélicas del gen
vacA (s1,s2, m1 y m2) y los los genotipos cagAy babA2

de Helicobacter pylori.

Correlacionar la presencia de vacA, cagA y babA2 de H,
pylori con el tipo y la magnitud de las lesiones gastricas

obtenidas por reporte de biopsia.



MATERIAL Y METODOS

Seleccidén de los pacientes y toma de los productos.

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron en el Hospital
Regional No. 72 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
ubicado en el Municipio de Tlalnepantla Estado de México, un total
138 pacientes que habian sido canalizados al departamento de
gastroenterologia para estudios endoscopicos por presentar
signos y sintomas de enfermedad acido-péptica (enfermedad por
reflujo gastroesofagico, gastritis aguda o cronica, gastroduodenitis,
Ulcera gastrica, duodenal o ambas). Todos los pacientes en este
trabajo firmaron carta de consentimiento informado institucional
para utilizar parte de la biopsia obtenida de la zona antral para
cultivo y genotipificacién. Los pacientes incluidos en este estudio
no habian recibido tratamiento con antibi6ticos o algun otro tipo de
medicamento que nos pudiera interferir con los métodos de
deteccion de H. pylori en un tiempo minimo de 3 meses. Antes de
los estudios endoscopicos y en estado de ayuno a cada paciente
se le extrajo una muestra de sangre de 3 ml por el método de
puncion sanguinea. Una parte de la biopsia de cada paciente fue
procesada en el servicio de patologia del hospital Regional No. 72

del IMSS vy la otra junto con las muestras de suero fueron



transportadas en al Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad
de Estudios Superiores lztacala, UNAM.

Cultivo de H. pylori.

Las biopsias gastricas fueron maceradas y homogeneizadas en
caldo de Brucella. Una alicuota (100 ul) fue cultivada en agar
Casman suplementado con 5% de sangre de caballo e inhibidor de
la microbiota acompanante (DENT), a 37°C, en microaerofilia (85%
N>, 10% de CO, y 5% de O,) por cuatro dias. Las colonias se

identificaron mediante test de ureasa, catalasa y tincién de Gram.

Extraccion de DNA.

El DNA de H. pylori de los cultivos fue extraido por el método
descrito por Chattopadhyay (48). Las colonias de H. pylori fueron
colectadas y suspendidas en tubos para centrifuga con 125 uL de
PBS estéril y agitadas vigorosamente en un vortex por 2 minutos.
Posteriormente los tubos fueron inmersos en ebullicibn por 15
minutos e inmediatamente transferidos en hielo. Al término los
tubos se centrifugaron a 12,000 rpm x 1 minuto. El sobrenadante
fue transferido a otro tubo y guardado a -20°C hasta su utilizacion

para PCR.



Deteccion de H. pylori por PCR anidado.

La deteccion de H. pylori por PCR anidado fue realizado por el
método previamente descrito (49). EHC-U (5°-
CCCTCACGCCATCAGTCCCAAAAA-3’) y EHC-L (5-
AAGAAGTCAAAAACGCCCCAAAAC-3) homologos a un
fragmento de 860-pb del DNA gendmico de H. pylori (80076-80492
pb), en donde el tamano de los amplicones obtenidos fueron de
417 bp. EIl volumen final para la mezcla de reaccién fue de 25 pl;
1ul de cada primer EHC-U (25 pmol) y EHC-L (25 pmol) (los
primers fueron de Sigma-Genosys), 2.5 ul de solucién buffer para
PCR 10x, 10.5 wl de H.O libre de nucleasa, 10 ul de DNA de
templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaqg polimerase y
100 mmol de dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads). La
amplificacion del DNA fue realizado en un Termociclador modelo
CGl-96, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
95 °C por 5 minutos; seguido de 40 ciclos de 94° C por 45
segundos, 59° C por 45 segundos y 72° C por 30 segundos .

Finalmente una extension final a 75° C durante 10 minutos.



Para la segunda ronda de amplificacion y basados en la secuencia
del fragmento de 860-pb del DNA gendémico de H. pylori, se
utilizaron los primers ET-5U (5-GGCAAATCATAAGTCCGCAGAA-
3) y ET-5L (5"-TGAGACTTTCCTAGAAGCGGTGTT-3")
complementarios a un fragmento interno de los amplicones EHC-U
y EHC-L, en donde el tamano de los amplicones esperados fueron
de 230 bp (80198-80427 bp). Para la segunda ronda de
amplificacion y basados en la secuencia del fragmento de 860-pb
del DNA gendmico de H. pylori, se utilizaron los primers ET-5U (5°-
GGCAAATCATAAGTCCGCAGAA-3’) y ET-5L (5-
TGAGACTTTCCTAGAAGCGGTGTT-3) complementarios a un
fragmento interno de los amplicones EHC-U y EHC-L, en donde el
tamano de los amplicones esperados fueron de 230 bp (80198-
80427 bp) [25]. La amplificacion de la segunda ronda fue similar a
la primera, excepto que 0.2 ul del producto de la primera ronda fue
utilizado como DNA templado y unicamente 25 ciclos de
amplificacion fueron utilizados.

Como control positivo en cada reaccidon de PCR se utilizé el DNA
extraido de H. pylori ATCC 43629. Como control negativo se utilizé
una mezcla reactiva con todos los componentes necesarios excepto

el DNA templado.



Deteccién de los genes de virulencia vacA y cagA de H. pylori

por PCR multiplex

Para la deteccion de vacAy cagA se utilizaron los primers VA1-F
y VA1-R (25 pmol) VAG-F y VAG-R (25 pmol) y cag5c-F y
cag3c-R (10 pmol), respectivamente (48)

Para la deteccidén de vacA y cagA se utilizaron los primers; VAG-F
y VAG-R (2.5 pmol, en cada primer) VA1-F y VA1-R (25 pmol, en
cada primer) y cag5c-F y cag3c-R (10 pmol de cada primer)

(cuadro 1).

El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 ul; 1ul de cada
primer (6 total) + 16 ul de H,O libre de nucleasa + 3 ul de DNA
templado). Los 25 ul fueron depositados en un tubo Puretaq (1.5
mmol de MgCl,, 0.5 U de Ampli Taq polimerasa y 100 mmol de
dNTPs). Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizaciom inicial 94°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos,
94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto.

Finalmente una extensién de 72°C por 10 minutos.



Regiones Nombre Secuencia del primer (5°a 3") Tamanos de

del DNA del los
amplificadas | Primer amplicones
(pb)

vacA VAI-F | ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286
s1/vacAs2

VAI-R | CTGCTTGAATGCGCCAAAC
vacA VAG-F | CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 567/642
m1/vacA m2

VAG-R | GCGTCAAAATAATTCCAAGG

cagA cagsc-F | GTTGATAACGCTGTCGCTTC 350

cag3c-R | GGGTTGTATGATATTTTCCATAA

Tabla I. Primers utilizados para la amplificacién de los alelos de
vacAy del gene cagA.

Deteccién de babA2 de H. pylori por PCR.

Para babA2 se utlizaron los pimers  babafl (5'-
ATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA-3) y baba2 ( 5-
TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA-5"-) a una concentracion de
12. 5 pmol (50). El volumen final para la mezcla de reaccion fue de
25 ul; 1ul de cada primer, 20 ul de H,O libre de nucleasa, 3ul de
DNA templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y
100 mmol de dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads). La
amplificacion del DNA fue realizado bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos; seguido de 30 ciclos
a 94°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 45 minuto.

Finalmente una extensién de 72°C por 5 minutos.




Analisis de las muestras amplificadas por electroforesis en
Geles de Agarosa.

Después de la amplificacién del DNA, 10 ul de cada muestra fue
analizada por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las
siguientes condiciones: 120 volts, 94 miniampers por 120 minutos.
Los gelesfueron  tefidos con BrEt y fotografiados bajo luz UV
utilizando el sistema de fotodocumentacion modelo GEL LOGIC

100 (KODAK).



RESULTADOS

Pacientes estudiados

El 66.7% (n = 95) de los pacientes estudiados correspondi6 al sexo
femenino y el 33.3%

(n = 438) al masculino (grafica 1). La edad de los enfermos se

encontro comprendida entre los 16 a 83 afnos de edad (grafica 2). El
30% de los pacientes presenté una edad que se sitio en intervalo
de 51-60 anos, el 22.4% entre 61-70, 18.1% entre 41-50, 14.4%
entre 31-40, 6.5% entre 21-30, 5.8% entre 71-80, 2.1% entre 0-20

anos y el 0.7% en el rango de edad de 81-90 anos.

MASCULINO -
3M% (n=43)

-

GRAFICA 1. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR SEXO



PORCENTAJE

0-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
EDAD (ANOS)

GRAFICA 2. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR RANGO DE EDAD



Deteccion por PCR anidado de H. pylori en los cultivos de las
biopsias gastricas de los pacientes con enfermedad acido-
péptica.

En el 45% (n = 62) de los cultivos obtenidos de las biopsias
gastricas del total de pacientes (n = 138) se detectdé a H. pylori por
PCR anidado (grafica 3). En la figura 1 se aprecia que el tamarno de
los amplicones obtenidos en la primera ronda de amplificaciéon de
PCR fue de 417 bp y el tamano de los obtenidos en la segunda

ronda fue de 230 bp (figura 2).

PCR POSITIVOS
45% (n= 62)

.

PCR NEGATIVOS
55% (n = 76)

GRAFICA 3. IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori EN LOS CULTIVOS GASTRICOS DE LOS
ENFERMOS POR PCR ANIDADO.
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Figura 1. Deteccion por PCR de H. pylori en los cultivos de las biopsias
gastricas de los pacientes con enfermedad &cido-péptica. Linea 1y 10, MWM
50-pb DNA ladder; Linea 2- 4, H. pylori aislado de biopsias; Linea 5, H. pylori
ATCC 43629 (control positivo); Linea 6,7,9 H. pylori aislado de biopsias;
Linea 8, Control negativo (sin DNA templado).

«—230 bp

JULNND

«— 50bp

Figura 2. Deteccidén de H. pylori en los cultivos de las biopsias gastricas de los
pacientes con enfermedad &cido-péptica mediante la amplificacion de DNA por
PCR anidado. Linea 1, Control negativo (sin DNA templado); Linea 2, MWM

50-pb DNA ladder; Linea 3-6, H. pylori aislado de biopsias gastricas; Linea 6,
H. pylori ATCC 43629 (control positivo).



Amplificacion por PCR de vacA, «cagA y babA2 de

Helicobacter pylori.

A partir de las 62 (45%) cepas de H. pyloriidentificadas por PCR en
los cultivos de las biopsias gastricas de los pacientes con
enfermedad acido-péptica, el alelo de vacA s1 fue detectado en el
25.8% (n =16),s2 en el 9.7% (n = 6), m1 en el 42% (n = 26), m2
en el 12.9% (n = 8), cagA en el 40.3% (n = 25) y babA2 en el

12.9% (n = 8) (tabla 1).

vacA si 25.8% (16)
vacA s2 9.7% (6)
vacA m1 42.0% (26)
vacA m2 12.9% (8)
cagA 40.3% (25)
babA2 12.9% (8)




Tabla 2. Porcentaje de las variantes alélicas de vacA, cagAy
babA2.
El 42.7% (n = 38) de las cepas de H. pylori presentdé un marcador
genético, el 35.4% (n = 22) la asociacion de 2 (tabla 3), mientras
que la asociacion triple (vacAm2/cagA/babA2) y cudadruple

(vacAm2/cagA/babA2) se detectd en 1.6% (n = 1), en cada caso.

Genotipos detectados No. de muestras (n = 62) Diagnéstico
endoscépico
No. %
vacA s1/vacA m1 14 (22.6) GCyGA
vacA s1/vacA 10(16.1) GCyGA
m1/cagA
vacA s2/ vacA m1 8(12.9) GCy GA
vacA s1/ vacA m2/ 7(11.3) GCyGA
cagA
vacA s2/ vacA m1/ 6(9.7) GCy GA
cagA
vacA s1/ vacA m2 5(8.1) GCyGA
vacA s1/vacA m1/ 4(6.5) GCyGA
babA2
vacA s2/ vacA 2(8.2) GA
m2/cagA
vacA s2/ vacA m2/ 1(1.6) GC
babA2
vacA s1/vacA 1(1.6) GC
m1/cagA/ babA2
vacA s2/vacA m2/ 1(1.6) GC
cagA/ babA2
vacA s2/vacA mi/ 2(8.2) GC
babA2
vacA s2/ vacA m2 1(1.6) GC

Total 62 (100)



Tabla 3. Frecuencia de los marcadores de virulencia identificados
en las cepas de H. pylori aisladas de los pacientes con gastritis.

1T 2 3 4 6 6 7 8 8 10 11 12 13

567 bp {vacAm?

350 bp {cagA)—

259bplvacAsl)—

1M00bp —

GC = gastritis crdnica

GA = Gastritis aguda

Figura 3. Amplificacion por PCR multiplex de los alelos de vacA 'y
del gene cagA en las cepas obtenidas de biopsias gastricas de los
pacientes. Linea 1 y 8 MWM 100-bp ladder; Linea 2, vacA s1, cagA
y vacA m2 (biopsia). Linea 3, H. pylori ATCC 43629 (control
positivo); Linea 4, vacA si1 (biopsia); Linea 5, vacA s1 (biopsia);
Linea 6, vacA s1 (biopsia); Linea 7, Control negativo (sin DNA
templado); Linea 9-13, vacA s1 (biopsias).






DISCUSION

Deteccion de H. pylori por PCR anidado en las cepas aisladas
de las biopsias gastricas de los pacientes enfermos.

Con el proposito de detectar H. pylori en los cultivos de las biopsias
gastricas de los pacientes enfermos, nosotros utilizamos los
primers EHC-U/ECHC-L dirigidos a un fragmento de 860 pb del
cromosoma de bacteriano, los cuales han mostrado tener gran
sensibilidad y especificidad, que aquellos primers utilizados para
amplificar el gen de la ureasa o el gen 16S RNAr (51). Nosotros
identificamos por un método de PCR anidado a H. pylori en el 45%
(n = 62) de los cultivos de las 138 biopsias gastricas de los
pacientes con enfermedad acido-péptica. Nuestro porcentaje es
semejante al encontrado en un estudio realizado en Lagos Nigeria,
en 189 biopsias gastricas obtenidas de 63 pacientes (3 de cada
uno) con sintomas dispépticos, en donde el 35% de los cultivos fue
positivo para Helicobacter pylori en los tres métodos de PCR

utilizados (52).



Amplificacion de los alelos de vacA, de cagA y de babA2 de H.
pylori por PCR en las cepas obtenidas de las biopsias
gastricas de los pacientes con enfermedad acido-péptica.

En este estudio describimos que los genotipos vacA y cagA
fueron detectados en el 90.4% (n = 56) y 40.3% (n = 25) de las
cepas de H. pylori identificadas (tabla 3).  Nuestros porcentajes
coinciden con el reportado en un estudio realizado en 39 ninos
infectados de H. pylori, en donde el gen vacA fue detectado en el
92.3% de las cepas (n = 33), y cagA en el 53.8% (n = 21) de las
muestras (53). El elevado porcentaje de cagA detectado en
nuestros pacientes, también coincide con el reportado un estudio
realizado en Sao Paolo Brazil, en biopsias gastricas obtenidas de
164 pacientes (9-99 anos de edad) con sintomas dispépticos, en
donde H. pylori fue identificado por PCR en el 67.7% (n = 111) de
los pacientes, y en el 40.5% (n = 45) se encontré al gen cagA
asociado con gastritis, Ulcera gastrica, adenocarcinoma, linfoma de
MALT vy atrofia gastrica (54). La presencia de cagA ha sido
correlacionada también con la gastritis activa del 60% de los nifios
y adultos infectados de paises desarrollados (55). Se ha reportado
que en Espana el 55% de las cepas de H. pylori aisladas de
pacientes infectados son cagA+ (56), en Alemania el 72% [51], y

en Sudafrica el 95% (57).



En nuestro estudio el genotipo  babA2 fue detectado en el 12.9%
(n = 8) (tabla 3) de las cepas de H. pylori identificadas. Nuestro
porcentaje es inferior al descrito en un amplio estudio realizado en
314 pacientes de 4 paises europeos (Alemania, Finlandia, Suecia
y Portugal), en el cual correlacionaron la presencia de los genotipos
vacA, cagA y baba2 con la enfermedad duodenal. Estos autores
reportaron que la presencia de vacA, cagA y baba2 fue del 79% (n
=248), 77% (n = 243) y 44% (n =139), respectivamente (58).

En otro estudio realizado en 141 biopsias gastricas de pacientes de
la poblaciéon de Shangai, China, se encontré que los genes iceAl,
iceA2 y babA2 fueron detectados en el 74.5%( n =105), 15.6% (n

22) y 63.8 % (n = 90) de las cepas aisladas, respectivamente

(56).

En nuestro estudio los genotipos vacAs2/cagA, vacAm2/babA2,
vacAm1/ cagA y vacAs1/babA2 fueron detectados en 1 paciente
(1.6%), en cada caso, vacAs1/ vacAm1 en 2 pacientes (3.2%),
vacAs2/ vacAm1 y vacAm2/cagA en 3 pacientes (4.8%), en cada
caso, vacAs1/ cagA en 6 pacientes (9.7%) y la asociacion triple
vacAm2/cagA/babA2 y cuadruple vacAsi1/vacAm1/cagA/babA2
fueron identificadas en 1 paciente (16), en cada caso. Nuestros
porcentajes contrastan con los reportados por Cattopadhway y cols.

(48) en el cual, de las 65 cepas de H. pylori aisladas de biopsias



de pacientes con diferentes trastornos dispépticos, en 44 (67.7%)
se presento la asociacion vacAs1/vacAm1i/cagA, en 16 (24.6%)

la combinacién vacAs1/vacAm1 y en 5 (7.8%) s2/m2/ cagA’, y con
lo descrito por Wang y cols. (60), en donde vacAs1, vacAm2,
vacAm1 y cagA, fueron detectadas en 87% (n = 27), 61% (n = 19),
32% (n = 10) y 26% (n = 8) de las muestras de las biopsias,
respectivamente, y la combinacion de los alelos de vacA
vacAs1/vacAm2 y vacAs1/vacAm1 fueron identificada en el 62%
(13/21) y en el 24% (5/21) de las muestras, respectivamente.

Se ha reportado que las cepas de H. pylori que presentan la
combinacioén de los alelos de vacA s1/m2 o s1/m1 son responsables
de los altos y medios niveles de produccidon de la citotoxina (55),
mientras que la asociacibn de los genotipos vacA si/cagA,
identificados en 6 de nuestros pacientes son asociados a la
gastritis severa (61).

La presencia y asociacién de las variantes alelicas de vacA (s1,
s2, m1, m2), y de los genes cagA y babA2 identificados en los
cultivos obtenidos de las biopsias de los pacientes enfermos,
podria ser en un factor de riesgo importante en el desarrollo de
enfermedades gastricas mas severas, corroborando lo descrito por
Miehlkee y cols. (62), en su estudio realizado en 34 pacientes con

cancer gastrico y en 35 sujetos asintomaticos. Estos autores



encontraron una mayor asociacibn de vacA s1 y m1 (24/34,
70.6%) y del gene cagA (30/34, 88.2%) en los pacientes con

cancer gastrico, con respecto al grupo control.



CONCLUSIONES

> La mayoria de los pacientes con enfermedad acido péptica

fueron seropositivos para H. pylori.

> La elevada frecuencia y asociacion de los genotipos vacA
(s1,s2,m1 y m2), cagA y babA2 identificados en las cepas de
Helicobacter pylori, evidencié la virulencia y lo agudo de las

infecciones por este microorganismo.

> El correlacionar los genotipos citotoxicos y el factor de
adherencia babA2 de Helicobacter pylori con la patologia
gastroduodenal de los pacientes con enfermedad &cido-
péptica;  contribuira a establecer el tratamiento médico
mas eficaz, sobre todo en sujetos con riesgo de desarrollar

cancer gastrico.
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