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RESUMEN 

11. py/ori-cagA+ incrementa significativamente el riesgo pura desarrollar gastritis severa y cáncer 

gástrico. S.in cn1bargo, la variación alélica del gen cagA, puede ser relevante en patogénesis. Objetivo: 

Determinar si In presencia de 11. pylorl y el gen cagA incrementan el riesgo de sangrado en pacientes 

con úlcera péptica y a~alizar la diversidad alélica del gen cagA. Metodo/ogfa: La prevalencia de H. 

pylol'i se determinó por histología, prueba rápida de ureasa, cultivo, serología y PCR. La diversidad del 

gen cagA fue renlizndn por PCR, hibridación y secuenciación. Resultados: H. py/ori no se asoció en 

pacientes con úlcera péptica hemorrágica. La prevalencia de H. py/ori-cagA + fue del 92%. De 57 cepas 

de 11. pylori se obtuvieron 34 patrones de amplicones del gen cagA, usando 7 pares de iniciadores, con 

una .sensibilidad y especificidad de amplificación del 19 al 89% y del 26 ni 95%, respectivamente. El 

análisis de las secuencias del gen cagA mostró cambios de nucleótidos en los extremos 3' de los sitios 

complementarios a los iniciadores y dos sitios de fosforilación de tirosinn. El análisis filogenético del 

fragmento de 243 pb del gen cagA mostró una asocindón entre las cepas mexicanas y holandesas, no 

así con cepas chinas. Conc/us/011es: El sangrado de h1 ulc~m pépticn puede deberse a otros factores de 

riesgo, más que n /1. py/ori-cagA +. Las secuenciElS, detl~s fragmentos del gen cagA mostraron 

polimorfismo en los sitios complementarios a los iniciadores y dos sitios de fosforilnción de tirosinn. 

La región 5' del gen es altamente conservada. 
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SUMMARY 

H. pylori-cagA+ strains significantly inc.rease the risk of dcvcloping severc gastritis and gastric canccr. 

Ncvcrthelcss, ull~lievarinti~~"·in the ~dg~·-gcÜe-could be associatcd with pathogenesis. This study 
/', ._,.'. .. ,.-.:· -.. ' .---1.--... 

aimcd to determine whcther JÍ. pyÍori llnd the cd~A gene incrcase the risk of bleeding in puticnts with 
' - .- :: . . -; ~ ·. ' :·- . ·-,_· · .. -

pc p tic ulcers and to analyze the alleHc vnriatio~ of the cagA gene. Methodology: Prevalence of JI. 

pylori was assessed by histologicaf examinatlon; urease fast test, culture, serology and PCR 

amplification. cagA gene diversity was carried out by PCR, genomic DNA hybridizution nnd DNA 
-. . 

scqucncing. Results: JI. pylori was not associated with the bleeding pcptic ulcer group. There was a 

92% prcvalcncc for H. pylori-cagA+. Thirty four PCR nmplification patterns of the cagA gene with 

scvcn pairs of primers wcre obtaincd from 57 JI. pylori strains, with a sensibility and spccificity of 

mnplification between 19% and 89%, and between 26% and 95% respcctively. DNA sequence analysis 

of !he cagA gene showed nuclcotide changes al the ends, 3 • from the comp_lemcntary site to the 

primcrs, and two tyrosine phosphorilation sitcs. The phylogenetic analysis ofa 243 bp fragment ofthc 

cagA gene showcd an association between Mexican and Dutch strains, but not with Chinese strains. 

Cm1c/11si011s: The risk of bleeding in patients with pcptic ulccrs may ·be due to factors othcr than JI. 

pylori-cagA+. Scquences of fragmcnts from the cagA gene showed polymorphism ut the 

complcmentary sitc to thc primers and two tyrosine phosphorilation si tes, whercas, the 5 • region of the 

cagA gene was highly conservcd. 
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INTRODUCCIÓN 

lfe//cobacter py/ori (H. pylori) en un principio llamado Campylobacter pylorldis y 

postcriomtente, Campy/obacler pylorl. Fue aislado por primera vez por Barry Marshall y Robin 

Warren· en 1982, introduciéndonos a una nueva era en la microbiologla cl!nica al descubrir que la 

ídcera péptica puede ser causada por una bacteria. Actualmente, se reconoce a H. pylorl como un 

importante patógeno en humanos 1.i. 

H. pylori cnusa infección persistente en un alto porcentaje de la población, particularmente 

en paises con un nivel socioeconómico bajo 3• Una vez ndquirida In infección, H. pylori persiste en 

In inmensa mayorla de los individuos por ai\os, décadas y posiblemente de por vida. Esta infección 

trae como resultado una inflamación de la mucosa gástrica (gastritis crónica superficial) e 

infiltración de polimorfonucleares (gastritis crónica activa). Sin embargo, la mayoría de los 

individuos infectados son asintomáticos y sólo algunas personas desarrollan úlcera péptica, y 

algunas otras pueden desarrollar gastritis crónica atrófica, que es un factor de riesgo para el 

dcsnrrollo de adenocarcinoma y linfoma gástrico 4 
"

8
• 

Caructerlsticas microbiológicas de li pylori. 

H. pylori es un bacilo granmegativo, helicoidal o en forma de S, mide 0.3 a 1 .O µm de ancho 

y 1.5 a 5.0 µm de largo, microaerofilico (02 5%, C02 I0% y Ni 85%), la temperatura óptima de 

crecimiento es de 35 a 37º C 9
, aunque, algunas cepas son capaces de crecer a 42° C. También se 

sabe que puede crecer en presencia de glicerol al 0.5% y en cloruro de trifeniltetrazolium al 0.04%, 



una alta humedad puede favorec
0

er el crecimiento del microorganismo. El tiempo de incubación es 

de 3 u 5 días y ocasionalmente hasta 7 días, Las caractcrfsticas bioquímicas más sobresalientes son 

la catalasa, citocromo oxidasa y la presencia de una potente enzima, la ureasa, que se emplean para 

la identificación del microorganismo. La morfología colonial de H. pylor/ nos muestra; colonias 

pequeñas, grises, translucidas y ligeramente hemolfticas 10• 

Epidemiología de la infección por H. pylorl. 

A pesar de que/1. pylori infecta la mitad de la población mundial, se observan marcadas 

di fcrcncias en scroprevalencia entre países y entre comunidades o regiones de un mismo pals. Por 

ejemplo, la población rural afroamericana de Louisiana tiene una prevalencia de H. pylori muy 

parecida a la de paises en vías de desarrollo 11
• En contraste, la prevalencia de H. pylor/ entre 

peruanos con un estatus soeioeconómico alto, quienes cuentan con su propio suministro de agua es 

comparable a la de los Estados Unidos 12
• 

En paises desarrollados la scroprevalencia de H. pylori es de entre un 25 a un 50% en 

población adulta. En Estados Unidos la incidencia de infección es de 0.5 a 1% por año para niños 

menores de 1 O años y se incrementa aproximadamente hasta un 50% en sujetos mayores de 60 años 

14
• 

15
• 1

6
, En un estudio realizado en 1999 por Redlinger y eols. l6a en una escuela de una comunidad 

fronteri1.a de Estados Unidos y México, encontraron una seroprevalencia del 21 % en niños de 4 a 7 

años, con una significativa disminución de la seroprevalcncia por año (36% en niños de 4 años, 24% 

en niilos de 5 años, 20% en nillos de 6 años y 14% en los niños de 7 años), los autores sugieren que 

la infección por H. pylori es transitoria en este grupo de edad. Sin embargo, puede existir un efecto 

de cohorte. Por otro lado, en población afroamericana, hispana y en indios nativos de Estados 

2 



Unidos, la incidencia de la infección por H. pylori en etapas tempranas de la vida es sustancialmente 

alta, ns! como la transmisión intrafnmiliar. Se ha encontrado una asociación directa con el estatus 

socioeconómico bajo, h~cinaíniento y pobres condiciones higiénicas 14• 17, como se observa en paises 
. : . '·' ·. . 

en vías de desarrollo, en do11de el 80% de la población está infectada a In edad de 20 aftas, lo que 

sugiere, que In infección ~s adquirida en la niflez 13
• En México un estudio seroepidemiológico 

.' ,,:, .. 
reali1.ndo por Torres y cols. 1

:
8 en 1998, mostró que el 20% de los niilos de 1 afta de edad. presentaban 

anticuerpos contra H. py/orl y que la seropositividad aumentaba hasta un 50% en los niflos de 1 O 

ailos de edad, con una tasa de seropositividad de aproximadamente el 5% anual durante los primeros 

1 O nflos de vida que se incrementa en un 80% en los adultos jóvenes de entre 18 y 20 aftos de edad, 

lo que indica que la infección por H. pylori en México se adquiere en etapas tempranas de la vida 18 

como ocurre en otros paises en vías de desarrollo. 

La infección por H. py/ori es un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer gástrico, que 

puede actuar n través de diferentes mecanism(JS, como son: In inducción de hiperprolifcración de 

células gástricas, interferencia con las funciones de los antioxidantes y el incremento en la 

concentración de especies de oxigeno reactivas y óxido nJtrico, las cuales pueden ser responsables 

del daño oxidativo de los ácidos nucleicos 19
• Sin embargo, se ha sugerido que H. pylori puede estar 

involucrudo con el cáncer gástrico en sólo una pequciln proporción de las personas infectadas con el 

microorganismo 20
• 

La incidencia de cáncer gástrico tiene una marcada variación geográfica. Japón presenta la 

más alta incidencia en cáncer a nivel mundial (78.8 por 100,000 habitantes), siendo seis veces mayor 

que en Estados Unidos (12.1 por 100,000 habitantes). En América Latina, Costa Rica y Brasil 

presentan una incidencia anual de 45 por 100,000 habitantes. En un estudio realizado en Chiapas, 

3 



México por Guamer y cols. en 1993, encontrando una asociación con la presencia de H. pyfori y el 

incremento en el riesgo de lesiones neoplásicas y preneoplásicas 21
• 

Modo de transmisión de H. pyfori. 

La transmisión de H. pyfori se considera que ocurre de persona a persona, ya que en la 

actualidad aún no se conoce la existencia de algún reservorio no humano. Sin embargo, 

observaciones de transmisión realizadas en H. pyfori se parecen a las descritas en otras bacterias 

entéricas, las cuales son frecuentemente transmitidas en las familias por nillos. Muchas de estas 

bacterias entéricas son transmitidas en asociación con los alimentos, agua, de persona a persona y es 

mm In tnmsmisión por saliva o vómito. El vehlculo de infección de mayor importancia pam una 

especie bacteriana en particular es ocasionalmente diferente en ambientes geográficos diferentes, 

siendo el agua el vchlculo más común en paises en vlas de desarrollo 22
• 

Datos publicados sugieren que los alimentos y posiblemente el agua son vehlculos de 

transmisión para H. pyfori 23
• 

24
; sin embargo, los patrones de infección en estos estudios sugieren 

que la presencia de la bacteria en alimentos y aguas, no refleja directamente el riesgo de infección. 

Otra vía de transmisión controversia( es la fecal-oral, oral-oral y gastro-oral. Argumentos que 

apoyan Ju ruta fecal-oral se basaron en el cultivo de fl pyfori a partir de heces 25
• 
26

• Sin embargo, no 

ha sido reproducible la detección del microorganismo por cultivo. Aunque, se ha detectado a H. 

pyfori en heces por PCR 27
• 

28
, obteniéndose resultados consistentes con la eliminación del 

microorganismo, pero no se ha diferenciado entre organismos viables y no viables. Por otro Indo, el 

ensayo ha resultado dificil de reproducir, por la presencia de inhibidores en las heces para la 

reacción de amplificación 28
, aunque, recientemente se han detectados antlgenos de H. pyfori en 
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heces por ELISA 28ª, Por otro Indo, H. pylori se hn recuperado de jugo gástrico, lo que posiblemente 

indica que In regurgitación y el vómito proveen un origen de transmisión del microorganismo. Sin 

embargo, In baja recuperación de H. pylorl en bocn se explica por el 'antagonismo de las bacterias en 

mucosa oral 29
, 

Patogénesis de la infección por H. py/ori. 

A pesar que H. py/ori infecta la mitad de In población mundial, la mayoría de los individuos 

infectados no desarrollan úlcera gástrica o duodenal: esto implica que existen cnracterlsticas de las 

cepas y en el hospedero que juegan un papel importante en la patogénesis de la úlcera péptica. Los 

aislamientos de H. pylor/ se han clasificado en dos grupos en base a diferencias genotípicas y 

H:notipicas de sus factores de virulencia, denominadas cepas Tipo 1 y 11 Jo. 80
• Ambas cepas Tipo I y 

11, son productoras de ureasa. flagelo, adhesinas y proteínas de choque térmico, entre otros 

componentes. Solo las cepas Tipo 1 expresan In citotoxina vacuolizante y/o la proteína asociada a la 

citotoxina (CngA). Esta diferencia de expresión puede ser utilizada para distinguir cepas patógenas 

de no patógenas. 

La urcusa es un factor de virulencia esencial, yn que le pcm1ite n H. py/ori sobrevivir a las 

condiciones ácidas del lumen del estómago antes que la bacteria alcance la capa de moco. La ureasa 

es una proteína expresada en gran cantidad por el microorganismo, que representa el 6% del peso 

seco JI, y catalizu la hidrólisis de urea produciendo amonio y carbamato. La enzima está compuesta 

de seis subunidades de UrcA y seis de UrcB, organizadas en un doble anillo de 13 nm de diámetro y 

un tamailo molecular de 550 kDa JZ. JJ. La bioslntcsis de la ureusa es controlada por un grupo de 

siete genes contiguos (11reAB/EFG/f), que comprenden los genes que codifican para la misma 

5 



(ureAB) y cinco genes accesorios que son responsables de la captación e inserción de iones de níquel 

(Ni2+), en el sitio acti~o de la apoenzima 34
•
35

• 

Cepas mutantes ureasa negativas, construidas por la inserción de casetes de resistencia a 

antibióticos en los genes ureA, 11reB y ureG 36
, perdieron la actividad de ureasa y no se observaron 

alteraciones en la tasa de crecimiento, demostrando que la actividad de ureasa no es necesaria para la 

viabilidad in vitro del microorganismo. Sin embargo, estudios realizados en 1994 por Tsuda y cols. 

37 utilizando una cepa ureasa negativa en el gen ureB, demostraron que está no colonizaba el 

estómago de ratones desnudos. Además, la coinoculnción de una cepa ureasn negativa (ureCT) con 

una cepa ureasa positiva, resultó en la colonización de la cepa ureasa positiva en el estómago de 

cerdos gnotobióticos 38, sugiriendo que no,:sóli,in neutralización del microambiente es la única 

función de la ureasn. Además, la ureasn puede contribuir a la toxicidad de las células por la 

producción de amonio, ya que este es tóxico para las células epiteliales por si mismo. En presencia 

de cloruro de amonio, In citotoxina vacuolizante (VacA) presenta una mayor actividad vacuoliznnte 

comparada con la toxina sola. lo que sugiere una cooperación substancial de la ureasn para que la 

citotoxina vacuolizante cause dallo celular 39
• 

Otro factor de colonización esencial en fl pylori es la movilidad, basado en la inhabilidad de 

cepas uílagcladas, no móviles, para infectar cerdos gnotobióticos 40
• Normalmente H. pylori posee 

de dos a seis flagelos polares cubiertos por una vaina, la cual es continua con la membrana externa. 

presentando una composición similar en lipopolisacáridos, fosfolípidos y proteínas 41
• Los flagelos 

están compuestos por dos distintas subunidudcs de ílagclinu (flaA y jlaB) 42
• 

43
• Las dos subunidades 

de flagelinas comparten el 50 % de identidad en aminoácidos y probablemente evolucionaron de un 
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ancestro común. La mutación inducida de estos genes mostró que ambos genes son esenciales para 

la movilidad 42
• 
43 y para la colonización de cerdos gnotobióticos 44

• 

La unión de H. pylori a las células epiteliales gástricas es considerada un factor de virulencia 

importante para la colonización del estómago humano. El microorganismo se une a las células 

epiteliales mediante adhesinas y receptinas 45
• Las adhesinas son protelnas, glicoconjugados o 

llpidos bacterianos, involucrados en el evento inicial de la colonización mediante la interacción entre 

la bacteria y los receptores en In superficie de la célula epitelial, tales como: llpidos, protelnas, 

glicollpidos o glicoprotelnas. La adherencia induce una respuesta inflanmtoria (infiltración de 

neutrófilos y monocitos) y eventualmente la persistencia del microorganismo 45
• Las receptinas 46 

son protelnas microbianas con propiedades de unión a proteínas de mamlferos, estas interaccionan 

con protefnas séricas tales como: inmunoglobulinas, albúmina; o bien con protelnas de matriz 

extracelular (heparina, sulfato de heparan, fibronectina, fibrinógeno, colágeno, laminina, 

plasminógcno, plasmina y vitronectina), una vez que la bacteria entra en contacto con tejido dañado 

por acción de factores tóxicos 45
• Estos eventos le permiten a /1. pylori evadir la respuesta inmune e 

iniciar una infección cró,nica de por vida 45
•
47

• 

Las cepas de H. pylori frecuentemente expresan los antlgenos Lewis X (Le') y/o LeY en la 

superficie celular, como un constituyente del antfgeno O de su lipopolisacárido 48
• 

49
, los cuales son 

parecidos a los antlgenos del grupo sangulneo Lewis y a los glicoconjugados de superficie que 

expresan las células epiteliales gástricas humanas. Ocasionalmente, H. pylori expresa otros 

antlgenos relacionados 50
• 

51
• Se ha sugerido que la expresión de los antlgenos Lewis en H. pylori 

pueden ayudar a evadir la respuesta inmune por el mimetismo del microorganismo y a la promoción 

de Ju adherencia bacteriana 52
• Sin embargo, en un estudio reciente hecho por Takata y cols. en 2002 
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53
, demuestran que la expresión de Le' y Lel' no es necesaria para la colonización de la mucosa 

gástrica de ratones o para la adherencia de H. pylor/ a células epiteliales gástricas humanas. 

Un factor de virulencia importante en H. pylori es la citotoxinn vacuolizante. Leunk y cols. s4 

reportaron en 1988 que sobrcnndantes de cultivos libres de H. pylori inducían una fuerte 

degeneración vncuolar en cultivos de células cucarióticas. Posteriormente, Cover en 1992 ss 

demostró que este efecto era debido a una proteína secretada, designada VacA. Esta proteína está 

codificada por el gen vacA como Üna protoxina de aproximadamente 140 kDa. La secuencia sella! 

(amino terminal) y un fragmento carboxilo terminal son proteollticamente cortados durante el 

proceso de secreción de l1i"proleínn VacA y finalmente una toxina madura de aproximadamente 88 

kDn es exportadass;s~'s7.i~/r..8s' rimléculas de la toxina madura son liberadas al espacio extracclular 
·, .-,;· :.· 

o bien pueden ser retenidas én I~ superficie de la bacteria 57
• 

El polipéptido formando In toxina madura VacA tiende a ser cortado en el sitio donde hay 

una asa expuesta sensible a protcasas, entre el fragmento amino terminal de 34 kDn denominado p37 

y el fragmento carboxilo terminal de 54 kDn denominado p58 57
• s9

• 
60

• 
61

• Ambos fragmentos 

permanecen unidos por uniones no covalentes y pueden corresponder n subunidndes estructural y 

funcionalmente distintas. Cuando se purifica la proteína VacA de sobrcnadantes de cultivos líquidos, 

VncA es recuperada como un complejo oligomérico de una mnsn mayor a los 900 kDn 55
, esta 

estructura oligomérica vista al microscopio electrónico semejan una flor o un copo de nieve de cerca 

de 30 nm en diámetro 59
• 

62
• Dicha estructura está compuesta de dos anillos, cada uno conformado 

por 6 a 7 monómcros de VacA 60
• 

62
• La exposición de VacA a un pl-1 ácido o básico resulta en él 

desensamble del complejo oligomérico en monómeros y se asocia con un marcado incremento de la 

toxicidad de VacA 59
• 
63

• 
64

• 
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Todas las cepas de H. py/ori contienen secuencias que hibridan con sondas de \'acA y casi 

todas las cepas secretan W1 proclucio VncA 56
• 

65
.• 

66
, Sin c:mbnrgo, existe una considerable variación 

intcrcepas en In actividad de In t~xinuvacuolizante, Esta ~arlnción puede parcialmente ser debida a 

di fcrcncias a nivel de trnnscripciÓn d~I gen va~A -~¿y a In variación en la secuencia nucleótidiea que 

codifica para el gen. Atherton y cols. 65 ~n 1995, d~scribieron diferentes familias de alelos en el gen 

1•acA, basado en el análisis de secuencias halladas en el extremo 5' del gen (región que codifica la 

s~cucncin señal amino terminal y la porción N-terminal de In proteína VacA madura) y en la región 

media del gen. Secuencias de la región 5' del gen vacA se agrupan en dos familias, designadas si y 

s2; In región media se agrupa de igual manera en dos familias, designadas m 1 y m2 65
• 

67
• 

68
• Todas 

las posibles combinaciones de estas dos regiones han sido identificadas (aunque el nielo s2/m 1 es 

r'nuy raro). Ensayos realizados en células HeLa muestran que el genotipo si/mi se asocia aún alto 

nivel de actividad vncuoliznnte, toxinas con el genotipo sl/m2 con una actividad intermedia y el 

genotipo s2/m2 pierde actividad detectable 65
• Se ha reportado que pacientes con cnfcnnedad úlcera 

pépt icn, son usualmente infectados por cepas con nielo s 1, el nielo s2 se ha encontrado 

predominantemente en pacientes sin úlcera 65
• 
69

• 
70

, lo que sugiere que la proteína VacA contribuye a 

la patogénesis de la enfermedad úlcera pépticn. Consistente con esta hipótesis, la administración 

intmgástricn de la protclna VacA en ratones causa daño en el epitelio gástrico 57
• 

La protclnn VacA induce In formación de vacuolas delimitadas por membranas en las células 

intoxicadas. Estas membranas están formadas por un híbrido de membranas de endosoma tardío y 

membrana de lisosoma 71 • 72• La vacuoliznción de las células epiteliales no sólo depende de In 

proteína VncA, sino también de In presencia de bases débiles como el cloruro de amonio 39
• 

55• Se 

han propuesto dos modelos de acción de In citotoxinn vncuolizante. El primero postula que In 
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proteína VacA_actúa como una toxina tipo NB, en donde el dominio carboxilo terminal p58 media 

la unión a la célula y el dominio amino terminal p37 induce la vacuolización y apoptosis 73· 74· 15• 76. 

Sin embargo, no se ha detectado actividad enzimática asociada con p37 y tampoco un blanco 

citoplasmático. El segundo modelo de acción es la formación de canales en la membrana celular, 

donde son endocitados y transportados a la membrana del endosoma tard[o y lisosomal, en donde el 

canal es funcionalmente activo. Estos canales aniónicos facilitan la entrada de CL. y l-IC03·, lo que 

estimula la actividad de la ATP-asa V, produciendo un incremento en la concentración de amonio en 

el lumen del cndosoma, lo que promueve la acumulación osmótica de agua y por consiguiente el 

hinchamiento del compartimiento del endosoma 77 •
79, 

Otro factor de virulencia importante en H. pylorl es la prote[na asociada a la citotoxina 

(CagA), la cual fue identificada como un antlgeno inmunodominante, expuesto en la superficie de la 

bacteria, que presenta una variabilidad de tamafto de 120 a 130 kDa, y que está presente en 

aproximadamente el 60% de las cepas de H. pylorl 81
• 

82
, notablemente, la prote[na CagA es 

frecuentemente coexpresada con la citotoxina vacuolizante (VacA) por lo que se denominó 

"prote[na asociada a la citotoxina" (CagA). Sin embargo, estos genes están separados por 300 kb y la 

expresión de VacA es independiente de la presencia del gen cagA; ya que mutantes nulas en cagA 

expresan la proteína VacA 80
• 
83

• Además, la expresión de la proteína CagA por cepas de H. pylori es 

altamente asociada con la ulceración péptica 81
• 

82
• 

84
• 
85

, 

El gen cagA codifica para una proteína de 1,147 aminoácidos con una masa teórica de 

128,012 Da. La proteína es altamente hidrofilica, muestra una repetición de secuencia 

EFKNGKNDFSK y EPIY A, y una extensión de seis asparaginas contiguas (Figura 1 ). En la 

posición 3,406 pb en la secuencia del gen, un fragmento de 102 pb compuesto de tres segmentos 
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(Figura 1), que están presentes una vez en la cepa 84_-183 (ATCC 53726) y tres veces en la cepu 

G39. La repetición del segmento de 102 pb es lo que le confiere la variabilidad de tamruio a In 

protefnu CagA. Además, estas repeticiones son ricas en prolina, altamente hidrofllicas con una gran 

probabilidad de estar expuesta en superficie de la protefna y ser muy inmunogénica 81
• 

86
• 

1 EFKNGKNKDFSK AEETLKALKOSVKDLG!NPEWISKYENLNAALN EFKNGKNKDFSK ---........ __ .. 
........ -..... _ .... --

cagA 

A A A 

----
------ O 3 

--'ÑNNNNNGLKNEPIYA - EEPIYA -i@Jí@ffiílMlilhl! ¡ 

..! 

---
03 O 1 02 O 3 

1 

--------- -----

A 

1 
1 
1 
1 
\ 
\ 
\ 
1 

\ 
1 

Kb 

~:~agoCCTGAACCCATTTATGCTaogattOATGATCTCoggcggaooTTTCCCTTTGAAAODCATGATMAGTTDATOATCTCAG-:;AÁGGrA 
g r s v s lP E P 1 Y A lt 1 ~ g g pi F P L K R H o K V D O L S K V 

01 02 O 3 

FIGURA l. Gen cagA de Helicobacter pylori. 

En 1998, Evans y col s. 87 anali7.aron la región variable del gen cagA, encontrando que dentro 

de ésta hubfa dos regiones variables adyacentes que denominaron región variable proximal y distal. 

La región variable proximal se extiende a partir del motivo de 4 a 6 asparaginas a una secuencia 
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repetida de 7 aminoácidos (KJDQLNQ); la región variable distal está confinada entre KIDQLNQ y 

su duplicado altamente conservado. 

Adicionnlmente, en 1998 Ynmnokn y cols. nnnliznron el número de secuencins repctidns en 

la región variable en el extremo 3 • del gen cagA, describiendo cuatro tipos de estructura primario 

(Figura 2), en donde el tipo C de estructura primaria fue asocindo con titulas nitos de nnticuerpos 

contra In proteína CngA y n un mayor grado de atrofia gástrica 88
• En un estudio posterior, encontró 

que las cepas con más de 3 regiones repetidas se nsocinban con un mayor dallo histológico y con una 

reducido supcrvivencin n condiciones ácidas 89• Recientemente, en el 2002. Azuma y cols. S9a 

unaliznron el número de secuencias repetidas Rl (EPIY A) en la región variable, encontraron que lus 

cepns con más de 4 secuencias RI podlnri asocinrse con In patogénesis de atrofio y cáncer gástrico. 

EPIYA KVNKKKTGQAASPE EPIYA QVAKKVSAKIDRLNQIASGLGG'/GQAAGFPLKKHGKVDDLSKVGRSVSP EPIYA 
1.,,,-----''--------'----I · ... ,, .. , ,Q •• EAT.AINRKIDRINKIA Sl\GKG.GGF.GA ••• A. ·t---=""' 

................................ 

--........ --.. -..................... 

·-"--"- .. ~iRi1iimm¡nwumni1.·····/ TIPOA . . ' 

TIPOB -1:·::1:~::1::::1míllffll~~m~m•-

TIPOC -1:: :: 11mm11111oommíltt1m1ttm1111t1mm1m111111-

TIPOD -11m1111~0011•ijlllmmn~Rm--1 -

FIGURA 2. Variantes de la estructuro primaria del extremo 3' del gen cagA de H. pylori. 
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Adicionalmente, Censini y cols. 90 e11 1996, analizaron las regiones adyacentes al gen cagA, 

en donde identificaron una región .de 40 kb a la que denominaron isla de patogenicidad cag (PAl

cag). La PAl-éag es u.n locus que está insertado en el gen cromosoma( de ta glutamato racemasa 

(g/r), contiene 31 gen~~ y está flanqueada por repeticiones directas involucradas en la integración del 

locus en el· genoma.· La presencia de un segmento de inserción 605 (18605) y el hecho de que su 

contenido de G + C (35%) es menor que el resto del genoma de H. py/ori (39%), sugiere que ésta 

fue adquirida de otro microorganismo por transferencia horizontnl 90
"

93
• Adicionalmente, el orden de 

l~s genes en la PAl-cag es esencialmente conservado entre las cepas de H. pylorl 91 
• 

93
• 

Diferentes estudios revelaron que la PAl-cag puede encontrarse como una simple unidad 

continua o dividida en dos regiones (cagl y cagll) ya sea por el elemento de inserción 18605 o por un 

segmento de DNA cromosoma(, as( como también puede haber pérdida parcial de la isla de 

patogcnicidad 90 -CJ.1. Esta variación en la estructura de PAl-cag explica la existencia de cepas PAl

cag - y cepas PAl-cag +. Por otro lado, seis de los genes en la PAI-cag son homólogos a genes 

presentes en los opcrones con un arreglo colineal en Bordetella pertussis, Agrobacter tumefaciens, 

Esclwricllia co/i, legionella pneumophilla, Rickettsia prowazekli y Bruce/la suis. Estos operones 

codifican para un sistema de secreción de protelnas tipo IV (88PT-IV) especializado en la 

tnmsfcrencia de complejos multimoleculares a través de la membrana bacteriana hacia el espacio 

cxtracelular, o adentro de otra célula 95
• 
96

• 

Un gran número de eventos ocurre en las células epiteliales después del contacto con H. 

pylori PAl-cag +. Esto es, se induce la secreción de IL-8 en células epiteliales, la cual es un 

mediador de inflamación por la activación del complejo del factor nuclear kappa beta (NF-kB); 

también se induce el barrido de la microvellosidades en el sitio de unión con las células y el 
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rearreglo del cito_esqueleto con la_ formación del pedestal 97
, debido a la fosforilación de la proteína 

CagA 98
-

101
; lit activación del factor de transcripción AP-1, la expresión de los proto-oncogenes c

fi1s y c-j111i por la activación de la cascada de las ERK/MAP cinasas, resultando en la fosforilación de 

ELK-1 y el incremento en la trascripción de e-fas 95
• ioz. 

Se han propuesto dos posibles vías de señalizaciones que ocurren en las células epiteliales 

después del contacto con H. py/ori. La primera involucra un factor desconocido que es translocado 

por el SSPT-IV de la PAI-cag, el cual activa el factor de transcripción NF-kB lo que induce la 

expresión de IL-8. Este mecanismo tal vez involucra la activación de la MAi' cinasa y del factor de 

lrascripción AP-1 (Figura 3) únicamente. Lo que aún no es claro es que si esta vía requiere un 

efector desconocido, o simplemente es activada por el SSPT-IV al perturbar la membrana celular 103
• 

La segunda vía involucra la proteína CagA; esta proteína es translocada por el SSPT-IV a las 

células cucarióticas, en donde es fosforilada en sus residuos de tirosina de la secuencia EPIY A 

(Figura 4) localizada en la región variable del extremo carboxilo terminal de la proteína CagA llJ.I, 
105 

por la cinasa eucariótica c-Src 106
• 

107
, una vez fosforilada CagA (CagA-1'), ésta se une a la fosfatasa 

Shp-2. Este complejo puede activar diversas vías: i) puede unirse directamente a la proteína del 

síndrome ncural Wiskott-Aldrich (N-WASP) y promover la unión al factor de nuclcación de actina 

Arp2/3 y así estimular la polimerización de actina con la consecuenle formación del pedestal (Figura 

3); ii) allemativamente, el complejo proteico CagA-P-Sl-12 puede activar a proteínas pequeñas de la 

finnilia Rho ligadora de GTP (Cdc42, Rae o Chp), las cuales controlan la organización del 

ciloesquelclo de actina. iii) por otro lado, el complejo proteico CagA-P-SH2 puede disparar una 

cascada de señalizaciones, posiblemente vía MAP cinasas e inducir la trascripción de genes 

nucleares. Sin embargo, aún no hay evidencias suficientes que apoyen esta última vio 103
• 
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FIGURA 3. Posibles vías de .seflaliznción inducidas en las células epiteliales después del contacto 
con li pylori y In tmnslocación de In prote!na CagA. 
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11 111 
Nli-J • • • ~COOH 

11<> 123 892 900 1022 1029 

\~ )~ J '------
llp 26695 KFGDQRY KNSTEPIY KLKDSTKK 
llp P227 KFGDQRY KNSTEPIY KLKDSTKK 
/fpPl2 KFGDQRY KN .. EPIY KLKDSTKY 

. llp 027 KFGDQRY KNSTEPIY KLKDSAKN 
llp J99 KFGTQRY ENST .... KLKDSTKK 

• • • 

FIGURA 4. Representación esquemática de la secuencia de la protefna CagA de H. pylori 
conteniendo tres motivos (1, JI y III) con homologfa a sitios de fosforilación de tirosina cinasas 
cucarióticas ([RK]·x(2,3)-[DE]-x(2,3 )·Y). 

Si bien ef gen cagA es considerado como un marcador de virulencia, reportes previos 

sugieren la existencia de variación alélica en cepas de H. pylori aisladas de poblaciones étnicas 

diferentes 108• 109 110, datos que fueron confirmados por Arle van der Ende y cols. 111 basados en la 

comparación de un fragmento de 243 pb del gen cagA aislado de pacientes holandeses y chinos. 

Sin embargo, los estudios de la heterogeneidad del gen cagA (a excepción de los últimos artfculos 

mencionados) se han limitado a las secuencias parciales de la región variable carboxilo terminal. 

Úlcera péptica hemomlgica. 

H. pylori se asocia en el 90% a la úlcera péptica. Sin embargo, una entidad cllnica en la cual 

la asociación de Ji pylori no es clara es la úlcera péptica hemomlgica, la cual es una complicación 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

16 



severa de Ja úlcera péptica, siendo una causa de hospitalización de emergencia y el intervalo de 

mortalidad (del 6 al 7%) por esta complicación se ha mantérlido a pesar de Ja introducción de Jos 
- - . . ' . ' ... ~ . : 

medicamentos anti-secretores 112
• Si bien H. pylorl se; asocia .eón la úlcera péptica y gastritis 

crónica, la erradicación del microorganismo reduce las recúrrencias, no sólo de Ja úlcera péptica, 

sino que además del riesgo de sangrado e~ .• -p~¿ienÍe~ .sin otros. factores de riesgo 113• 114 

Sorprendentemente, una baja prevalencia de H. pyforhen .- padentes con úlcera péptica 

hcmorrágica ha sido reportado, al comparÍlrse los paeieñt'es con úlcera péptica sin complicación 

alguna. Sin embargo, estos resultados son ccmtr~J~rsi~les,-ya,que Graham y cols. 115 en 1991 

detectaron una seroprevalencia de H. pylorl del 5J.6ro:~niC:s :p~ci;~¡es con esta complicación, 
"':~; -,'..'.-·:--· ·-:<· "-·.':'. 

misma frecuencia que aumenta con la edad, siendo inddpénd.Íente de hi ingesta de medicamentos 

anti-inflamatorios no esteroideos (AINES). 

En estudios realizados por Rokkas y cols. 116 y Jlirperaen y cols. 117• 11
8
, ambos en 1995, en 

··,- ·. . : 

donde se evaluó la erradicación de H. pyfori en pacientes- con Ülcem pépÜca he~orrágica, 
o - '~:--.-. - ·-, • • • 

encontrándose una reducción en la tasa de recurrencias de la formaeió_n_ de úlcérns y del sangrado 
<,' ,_,_:·=~::.:!''; 

en éstos pacientes. Sin embargo, Tagaris y cols. en 1995 119, cuesti~~-aron'~i p~pél de H. pylor/ en 
. i. ;:::. - •\•'· . - --· '-' . 

Ju úlcera péptica hemorrágica, y más aún, han descrito la infecció'ri ~r il}iylo;I como un factor 

protector, debido a que H. pylorl no influye en la incidencia·i~~.~~nd~d de las hemorragias 

gastrointestinales. Aunque, la limitante de éstos estudios ha sido el empleo de métodos de 

diagnóstico como son la serologla, el CLOtest e histologla con tinción de plata y en algunas 

ocasiones la prueba de urea en aliento con 14C para el diagnóstico de H. pylori, en donde los 

resultados obtenidos podrlan reflejar la sensibilidad y especificidad de las pruebas seleccionadas. 

En este sentido, la prueba rápida de ureasa para la detección de H. pylori ha sido cuestionada en 

presencia de residuos de sangre, lo cual ha llevado a subestimar Ja presencia de H. pyfori 120
• 
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Por otro lado, la discusión de la .baja prevalencia de H. pylor/ en los pacientes con úlcera 

péplieu hemorrágica, se debe ~ la inclusi.ón de pacienies. con ingesta de antiinflamatorios no 

esleroideos, que es un factor.de riesgoreconocido para el sangrado de.pacfontes con úlcera 

péptica, principalmente enpacientes,~on¿lc~ia gástrica 119• 121 •.. 

Recientemente Stack y cols: 122 en :Í002; asociaron la i.ifccciónpor H. pylor/ CagA 

positivo con un mayor riesgo de que l~ úlcera sangre. iamblén o~s:rVarorí que el riesgo de 
- .. · . . . . --; e, . .. . ~ :·· ... 

sangrado disminuye en sujetos con ingesta de AINES diferentes a la aspirina e infectados con H. 

pylori CagA positivo. 
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JUSTIFICACION 

Se ha descrito que la prevalencia de H. pylori en la úlcera péptica sangrante es baja 

comparada con la úkera péptica· no sangrante. Sin embargo, la erradicación de H. pylori 

virtualmente previene el. resangradó de. la úlcera péptica en la mayoría de los. casos, donde el 

sangrado hu sido endoscopicamenté controlado, más aún, el papel de Ji pylorl no. ha sido 
. ' - ' 

completamente definido como un contribuyente importante para que· la úlcera pépUc~ sangre. H. 

pylori cagA+ se asocia a la úlcera péptica en el 40 al 90%, por lo que el gen cagA tiene un papel 

importante en patogénesis. 

HIPOTESIS 

Las cepas de H. pylori se asocian en el 90% de las úlceras pépticas, por lo que, las cepas 

de /f. pylori cagA positivas podrían estar asociadas con el sangrado de In úlcera péptica y los 

cambios en la estructura genética del gen cagA pueden estar asociados a In patogénesis de H. 

pylori. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar la frecuencia de He/icobac/er pylori y el gen asociado a la citotoxina (cagA) 

en biopsias de pacientes mexicanos con úlcera péptica hemorrágica y analizar la diversidad 

alélica del gen cagA, 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar la frecuencia de Helicobac/er pylori por varias técnicas en pacientes con úlcera 

péptica hemorrágica. 

2) Comparar las secuencias parciales y completa del gen cagA de cepas de H. pylori aisladas de 

pacientes mexicanos con diferentes cuadros cllnicos y evaluar la diversidad alélica del gen cagA. 
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METO DO LOGIA 

Este trabajo de investigación se desarrolló en el laboratorio del programa de inmunología 

molecular microbiana del Departamento de Microbiología y Parasitología de la Facultad de 

Medicina, UNAM. 

Pacientes. Pacientes con úlcera gástrica o duodenal, con sangrado activo y/o reciente (UPI-1), 

fueron reclutados en un estudio prospectivo, transversal, doble ciego, que llegaron al servicio de 

Gastroenterologla del Hospital Central Sur de alta especialidad de Petróleos. Me~fcanos, de 

noviembre 1995 a agosto de 1997. Dos grupos de pacientes fueron simultánearTlenlldncluidos 

como controles: pacientes con úlcera péptica sin sangrado (UP); y pacientes a los que se les 

realizó una endoscopia por presentar dispepsia no ulcerosa y/o reflujo gastroesofágico (NoUP). 

Estos sujetos fueron estratificados acorde a tabaquismo e ingesta esporádica de anti-inflamatorios 

no cstcroidcos (AINES). Los pacientes fueron excluidos del estudio en los siguientes casos: 

embarazo, ingesta regular de ArNES, cnfem1os hepáticos crónicos, con historia de sangrado por 

hipertensión portal o por incapacidad para tomar la decisión de participar. Los pacientes fueron 

también excluidos si ellos recibieron cualquier clase de medicamento antisecrctor en las dos 

semanas previas al estudio. Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito para 

participar en el estudio. 

Endoscopia y muestreo. Se realizó una panendoscopia gastrointestinal en todos los pacientes, 

así como. la toma de sangre venosa. Los pacientes con úlcera sangrante fueron estudiados en las 

primeras 24 horas después de su ingreso a la sala de urgencia. Aquellos pacientes con pérdida de 

sangre severa. fueron estabilizados y las muestras fueron tomadas 48 horas después de que el 
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sangrado fue controlado. Se tomaron al me11os siete biopsias de la mucosa gástrica de cada 

paciente; cuatro fueron de antro y tres de cuerpo. Una biopsia de cada región fue utilizada en la 

prueba rápida de ureasa (Hp FAST GL Supply Camp Hill PA, USA). Se utilizó una muestra de 

antro y cuerpo para histología. Las muestras restantes se transportaron en medio de Stuart 123 del 

servicio de Gastroenterologla al laboratorio del Programa de Inmunologla Molecular Microbiana de 

la Facultad de Medicina, UNAM para el cultivo microbiológico de H. pylorl. Por otro lado, se 

realizó la detección molecular de H. pylori por PCR. Los hallazgos endoscópicos se clasificaron 

de acuerdo a la clasificación de Forres! 124 (localización y tamaflo de In úlcera). Después de cada 

estudio, el endoscopio y las pinzas fueron lavadrui con detergente, desinfectadas con 

glutaraldehldo al 2%, por 20 min. y lavadas en solución estéril. 

Histología. Biopsias gástricas de cuerpo y antro fueron embebidas en parafina; se realizaron 

cortes histológicos y se tifleron con hematoxilina y eosina para medir el grado de gastritis. La 

tinción de Giemsa se usó para detectar H. pylorl. La clasificación y grado de gastritis se realizó 

basado en el sistema de Sydney 125
• 1

26
• La detección de la presencia de H. pylori fue realizada por 

dos patólogos que no mantuvieron comunicación para efecto del estudio. 

Cullivo Microbiológico. Las biopsias de antro y cuerpo de cada paciente se estudiaron por 

separado. Cada biopsia fue homogcnizada y diluida en 500 µI de solución salina isotónica estéril. 

I 00 µI fueron empleados para el aislamiento de H. pylori en placas de agur sangre de caballo 

[(base de agur Cnsmman BBL Microbiology Systems, Cockcysville, Md) con 10% de sangre de 

caballo y cultivadas en condiciones de microaerofilia, 5% oxigeno y 10% dióxido de carbono 

(CampyPack Plus, Becton Dickinson) por 5 dlas a 37° C]. Los organismos fueron identificados 

como H. pylori por morfologia colonial, tinción de Gram, y por confirmación de las pruebas 
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positivas de ureasa, catalasa y citocromo oxidasa 9
, Asl como, por la amplificación del gen 16S 

RNAr por PCR 127
• El remanente del homogenizado se depositó en Wl vial y se almacenó a - 70º C, 

hasta su uso para la extracción de DNA. 

Conservación de las cepas. Las cepas identificadas como H. pylori fueron guardadas en caldo 

Brucella suplementado con suero fetal bovino al 10% y glicerol al 15%, los viales se almacenaron a 

-70ºC. 

Extracción de DNA de las biopsias gástricas. El DNA cromosoma! se extrajo de cada biopsia 

gástrica por el método de tiocianato de guanidina 128
• Brevemente, se adicionaron 500 µI de una 

solución de tiocianato de guanidina-EDTA-sarcosinato a 100 µL del homogenizado de la biopsia, 

se mezclaron suavemente. Se agregaron 250 µI acetato de amonio 7.5 M y se mezcló. Se 

adicionaron 550 µL de cloroformo - alcohol isoamllico (1 :24) y se mezclaron por 5 minutos. Las 

muestras fueron centrifugadas por 15 min. a 16,000 X g. El sobrcnadunte fue transferido a tubos 

nuevos y se les adicionó 600 µL de isopropanol, se mezclaron y se centrifugaron por 5 min. El 

DNA precipitado fue lavado dos veces con etanol al 70% y se dejaron secar por 10 min. Las 

muestras se almacenaron a -70° C hasta su uso. 

Detección de //, pylori en las biopsias gástricas por PCR. La detección de H. pylori se realizó 

por la amplificación del gen 16S RNA ribosomal por PCR. Método descrito por Sheng-Ang y 

cols. 127 (ver Tabla 1). Cinco µI del templado de DNA fueron adicionados a 25 µI de una mezcla 

de reacción pura PCR, que contenfa: Tris-HCI 10 mM (pi-! 8.3), KCI 50 mM, MgCl2 1.0 mM, 

gelatina 0.01% (peso/vol.), 200 µM de cada uno de los deoxinucleótido (Boehringer, Mannheim), 

1 O pmol de cada uno de los iniciadores y 1 U de Taq DNA polimerasa (Boehringer, Mannheim). 

23 



La amplificación por PCR se realizó en un termociclador GeneAmp 9700 (PE, Applied 

Biosystems). Para cada ensayo de amplificación por PCR, se incluyó DNA de H. pylori 84-183 

como control positivo y DNA de E. coli DH5a como control negadvo, así como agua como un 
- " -.·,,·:, , 

control negativo de contaminación. Los productos amplificaclos:fü~ron visualizados por 

electroforesis en geles de agarosa al 2%, teftidos con bromuro :de etidio y examinados en un 

transiluminador con luz ultravioleta {UV). 

Detección del gen cagA en las biopsias gástricas. Para la detección del gen cagA se emplearon 

dos pares de iniciadores, cagAl-cagA2 descrito por Lage y cols.; 129 y Fl-BI por Tummuru y 

cols. 82 (Tabla 1). La detección del gen cagA fue hecha u~ando un.á'.mezcla de reacción de PCR 

similar a la mencionada arriba. Diez microlitros de losprod~dtos dePCR fueron pasados a través 

de una membrana de nylon {Hybond N+, Amersham) y fijada con luz UV. La hibridación de la 

membrana se realizó a 55° C con la sonda CAG4"<ligoxigeniiui (10 ng/ml). La membrana se lavó 

primero con una solución salina de citratos (SSC) 2X y 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SOS) y 

posteriom1ente con una solución de SSC O.IX - 0.1% SDS a 65° C por 1 hora, cada lavado. El 

revelado de la membrana se realizó acorde a las indicaciones deLfabricante (Kits for Labeling 

nnd Detcction. Boehringer, Mannhcim). 

Obtención de las sondas CAG4, CAG25 y 168. Las sondas CAG4 Y CAG25 fueron obtenidas 

a partir de los productos amplificados por PCR del gen cagA de la cepa de H. pylori 84-183 

(ATCC 53726), con los iniciadores cagAl-cagA2 y DR02-DR04, respectivamente. La sonda 

J 6S fue obtenida por PCR a partir del gen l 6S RNA ribosomal de Escherichia coli, clonado en el 

plásmido pKK3535. Los productos de PCR fueron purificados usando Wizard PCR preps DNA 
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(Promega. Madison, USA) y marcados con digoxigenina de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante (Kits for Labeling and Detection. Boehringer, Mannheim). 

Sensibilidad y especificidad de los ensayos de PCR. Diluciones seriadas de DNA de la cepa H. 

pylori 84-183 (de 100 ng a 0.0001 ng), fueron utilizadas como templado en reacciones de 

amplificación por PCR con los iniciadores Hpl, Hp2 y Hp3, cagAl-cagA2 y Fl-BI. Por otro 

lado, la especificidad de la amplificación por PCR del gen 16S RNAr fue evaluada utilizando 

DNA de linfocitos humanos, as! como DNA de Eschcrichia coli DH5cx, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 y Campylobactcr jejuni 217. La amplificación del gen beta~globina fue 

utilizada como un control interno en las biopsias gástricas. Para determinar cuál de los juegos de 

iniciadores (cagAl-cagA2 y Fl-BI) era el mejor en la detección del gen cagA por PCR. Se 

émplcaron 20 cepas de H. pylari aisladas de pacientes mexicanos y provenientes de diferentes 

cuadros clínicos, con ambos juegos de iniciadores. Para determinar la especificidad del ensayo de 

l'CR-l-libridación con los iniciadores cagAl-cagA2, en la detección del gen cagA en las biopsias 

gástricas positivas por PCR-/6S RNAr. Se empleó el DNA de las cepas de H. pylari 84-183 y 88-

23 (ambas cagA positivas) y 1-lp 88-22 (cagA negativa), así como también, el DNA de las cepas 

de C. jejuni 217 y E. cali DH5cx, usados como controles negativos. 

Determinación del polimorfismo de gen cagA. Se estudiaron 57 cepas de H. pylori aisladas de 

pacientes mexicanos con diferentes cuadros clínicos (11 cepas aisladas de pacientes con UP, 18 

de Ul'l I y 24 cepas de pacientes NoUP) y 5 cepas de referencia como controles (H. pylori 88-22, 

88-23. 84-183, 86-313 y ATCC 43504). El DNA cromosoma( fue extraído de cada una de las 

cepas de H. pylori por el método de tiocianato de guanidina 129
, anteriormente descrito. Se 
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emplearon 5 pares de iniciadores previamente descritos (verTabla l)y dos pares de iniciadores 

diseílados n partir de las secuencias de ONA reportadas en el banco de genes 129ª [X70039, 

Ll 1714, AE00051 l y AE001439 (CCUG 17874, ATCC 53726, H~'. ú695 .Y Hp J99, 
, :-e_ ' - - . ,; -:·.- -~--,"";' . : - ;-. ; • 

respectivamente)]. Las secuencias obtenidas del banco. de gene; fue~on ~linehd~ utilizando los 
- . ' ·.-e;·.;.·. ,._' :-·· ·-_,~- .~ -~-· -, - " -- : .-

programas ALIGN (Scientific and Educationnl software), Ctu~fulW'(BCM Search Launcher: 

Mulliple Sequence Alignments) 129
h y PRIMER OESIGN~r (S~ie~~iflc and Educational 

software). La amplificación por PCR se realizó de acuerdo a las condiciones arriba descritas, tas 

temperaturas de amplificación se muestran en la Tabla 1. Los productos de amplificación por 

PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tenidos con bromuro de 

etidio y examinados bajo la luz UV. 

Detección del gen cagA de las cepas de H. pylori. Un µg de ONA de cada una de las cepas de 

H. pylori arriba descritas, asl como de los siguientes microorganismo: C. jejunl 217, C. coli 183-

83, C. .fetus INN783, C. lari 83A-2872, E. coli OH5a, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y 

del plásmido pCR53N241 (contiene un fragmentó de 2.5 kb del gen cagA de un aislamiento 

clínico mexicano) fueron hibridadas con las sondas CAG4 y CAG25-digoxigenina, para asegurar 

la especificidad de los 7 juegos de iniciadores para la detección del gen cagA. La hibridación de 

las membranas se realizó a 55° C con la sonda CAG4 o CAG25. La membrana fue lavada 

primero con SSC 2X - 0.1% SOS y después con SSC O.IX - 0.1% SOS a 65° C por 1 hora cada 

lavado. El revelado se realizó acorde a las indicaciones del fabricante (Kits for Labeling and 

Dctcction. Boehringer, Mannheim). Como control de la presencia de ONA se utilizó la sonda 

l 6S-digoxigenina, Ja hibridación se realizó a 42° C, la membrana fue lavada durante 15 minutos 

con SSC 2X - 0.1 % SOS y luego con SSC 0.1 X - 0.1 % SOS a temperatura ambiente, El revelado 

26 



se realizó acorde a las indicaciones del fabricante (Kits for Labeling and Detection. Boehringer, 

Mnnnheim). 

Análisis de los resultados de la amplificación por PCR e hibridación. El análisis de In 

sensibilidad y especificidad de cada uno de los pares de iniciadores fue realizado ni comparar los 

resultados del ensayo de hibridación con las sondas CAG4 y CAG25, como el estándar de oro, 

con los resultados de In amplificación por PCR. Se construyó una curva · ROC. (Receiver 

Operating Characteristic) 129
c como la función discriminatoria para determinar. el mejor par de 

iniciadores para In detección del gen cagA por PCR. Sobre la base de los resultados obténidos de 

los diferentes patrones de amplificación, se seleccionaron los productos de PCR para su 

secuenciación. 

Sccuenclación de los productos de PCR. Los productos de PCR amplificadlJS con los diferentes 

pares de iniciadores fueron purificados usando Wizard PCR preps DNA (Promega. Madison, 

USA) y secuenciados en ambas direcciones usando un ABI PRISM, BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Rcnction Kit (PE, Applicd Biosystems) y el electroferograrna fue obtenido 

usando el secuenciador ABI PRISM 377 DNA Sequencer (PE, Applied Biosystems). 

Sccucnciación completa del gen cagA. Para la secuenciación del gen completo se empleó el 

DNA de In cepa de H. pylori 53C5N aislada de un paciente mexicano con úlcera péptica 

hcmorrágica. La amplificación del gen se realizó empleando los iniciadores DR02-DR04 y 

DR06-DR08, la mezcla de reacción de PCR y condiciones de amplificación fueron similar a las 

descritas arriba. Los productos de PCR fueron purificados usando Wizard PCR preps DNA 

(Promega. Madison, USA), estos productos de PCR fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO 
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utilizando el TOPO TA Cloning Kit, acorde a las indicaciones del fabricante (lnvitrogene, Life 

tcchnologies) y utilizados para transformar células competentes de E. co/I XLl-Blue, de acuerdo 

a las indicaciones del fabricante (Epicurian Coli XLl-Blue Competen! Cells. Stratagcne, La Jolla. 

CA). El plaqueo de las células transformantes se realizo en placas de agur Luria conteniendo 40 

µg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosido (X-gal), 20 mM de isopropil-1-

tio-beta-D-galactopiranosido (IPTG) y 50 µg/mL de Kanamicina. Se tomaron 1 O colonias blancas 

y se crecieron en caldo Luria conteniendo 50 µg/mL de Kanamicina. La extracción de los 

plásmidos se realizó por lisis alcalina, utilizando el Quantum prep. Plasmid Miniprep Kit (Bio

Rad, Laboratories). La selección del plásmido se realizó por PCR, utilizando los iniciadores M 13 

Forward (-20) y Ml3 Reverse. Los plásmidos seleccionados fueron secuenciados en ambas 

direcciones a partir de los sltios de secuenciación M 13, con los iniciadores M 13 Forward (-20) y 

M 13 Reverse, utilizando un ABI PRISM, BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Rcaction 

Kit (PE, Applied Biosystcms), los electroferogramas fueron obtenidos usando el secuenciador 

ABI PRISM 377 DNA Scquencer (PE, Applied Biosystcms). Las secuencias obtenidas fueron 

analizadas usando el programa de DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSofl, 1994-97) para 

obtener los iniciadores para In secuencia completa del inserto. El ensamblaje de las secuencias 

obtenidas en ambas direcciones, se realizó con el programa Scquense assembly de DNAMAN. 

Análisis de las secuencias de DNA. Las secuencias de DNA fueron analizadas con los 

programas ALIGN (Scientific and Educational software), ClustalW (BCM Search Launcher: 

Multiple Sequence Alignments) y BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool) IJO. El 

análisis filogenético y de evolución molecular fue realizado usando el algoritmo de "neighbor-

joining" de Saitou y Nei, con la medición de distancias de Kimura, dos parámetros implementado 

en el programa de MEGA (Molecular Evolutionary Genctics Analysis) 131 La proporción de 
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sustituciones sinónimas (ds) y no sinónimas (1N) en csitiossinóni111os, y no sinónimos, 
- -- - ', ' - . 

respectivamente, se realizó utilizando el rnétodo de Nei-Gojobori con la corrección de Jukes-

Cantor, implementado en el programade MECiJ\ ypor el programa SWAAP versió~ 1.0.0 132• ': >. •/. :,::: . ·: .; ; -~·~ ···:;:'_' :- .:.·. -·: __ ·:·: ::·. :·;- - -- ~-: - ., 

Scroprcvalencia de H. pylori. Anticuérpos lgG e lgA contra los antlgenos de bacteria completa 

y contra las protelnas recombinantes dé CagA y ureasa, fueron medidos en las m.uestras de suero 

de los pacientes de los tres grupos estudiados, por un ensayo inmunoenzimático (ELISA). Estos 

e;tsayos se realizaron según lo descrito previamente 18• 
133

, Brevemente, la concentración de cada 

antígeno fue la siguiente: 0.5 µg/pozo para antlgenos de bacterias completas; 0.1 µg/pozo para 

lgG contra CagA y 0.5 µg/pozo para lgA contra CagA, lgA e lgG contra ureasa. La dilución de 

los sueros fue 1 : 1000 para los antlgenos de bacterias completas, 1 :200 para lgG anti CagA; 1 :400 

para lgG contra ureasa y 1:50 para lgA contra CagA e lgA contra ureasa. Anticuerpos 

monoclonales (lgG anti-humano o lgA anti-humano, conjugados con fosfatasa alcalina [Southem 

Biotech, Birrningham,AL]) fueron diluidos 1:1000, y se incubó por 1 h a 37° C. El sustrato 

utilizado fue el p-nitrofenilfosfato, 1 mg/ml (Southem Biotech). La absorbancia fue leída a 405 

nm (iEMS analyzer, Labsystems, Finland). Los resultados de cada suero fueron expresaron en 

unidades de ELISA (U). Muestras de sueros con valores > 1.0 U de ELISA fueron consideradas 

positivas. 

Métodos cstadlslicos. Para propósitos descriptivos, los resultados fueron analizados usando 

frecuencias relativas, medias aritméticas (desviación estándar, DE) y medianas (intervalos), 

según fuera apropiado de acuerdo a la distribución y nivel de medición. Los niveles de 

anticuerpos séricos se analizaron como variables dicotómica.~ (positivo/negativo) después de que 

fueron definidas con los puntos de corte. Comparaciones simultáneas a través de los 3 grupos se 
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sustituciones sinónimas (ds) y no sinónimas . (dN) en· sitios sinónimos y . no sinónimos, 

respectivamente, se realizó utilizando el método.de Nei-Gojobori con la corrección de Jukes

Cantor, implementado en el programa de MEGA y por el programa SWAAP versión 1,0.0 132, 

Seroprevalencia de H. pylori. Anticuerpos lgG e lgA contra los ant!genos de bacteri~ completa 

y contra las proteínas recombinantes de CagA y ureasa, fueron medidos en las muestras de suero 

de los pacientes de los tres grupos estudiados, por un ensayo inmunoenzimático (ELISA). Estos 

c~sayos se realizaron según Jo descrito previamente 18
• 

133
• Brevemente, la concentración de cada 

antígeno fue la siguiente: O.S µg/pozo para antígenos de bacterias comp.letas; 0.1 µg/pozo para 

lgG contra CagA y 0.5 µg/pozo para lgA contra CagA, lgA e lgG contra ureasa. La dilución de 

los sueros fue 1 : 1000 para los antígenos de bacterias completas, 1 :200 para lgG anti CagA; 1 :400 

para lgG contra iu'easa y 1 :SO para lg.~ contra CagA e lgA contra ureasa. Anticuerpos 

monoclonales (lgG anti-humario o lgA anti"humano, conjugados con fosfatasa alcalina [Southern 

Biotcch, Birmingham,AL]) fueron diluidos_l:IOOOi y se incubó por 1 ha 37° C. El sustrato 

utilizado fue el p-nitrofeniÍfosfato, 1 ingfml(South~m Biotech). La absorbancia fue leída a 405 

nm {iEMS analyzer, Labsystems, Finland). Los resultados de cada suero fueron expresaron en 

unidades de ELISA (U). Muestras de sueros con valores > 1.0 U de ELISA fueron consideradas 

positivas. 

Métodos estadísticos. Para propósitos descriptivos, los resultados fueron analizados usando 

frecuencias relativas, medias aritméticas (desviación estándar, DE) y medianas (intervalos), 

según fuera apropiado de acuerdo a la distribución y nivel de medición. Los niveles de 

anticuerpos séricos se analizaron como variables dicotómicas (positivo/negativo) después de que 

fueron definidas con los puntos de corte. Comparaciones simultáneas a través de los 3 grupos se 
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realizaron por ANOVA de una cola para variables dimensiónales y la prueba de Chi cuadrada 

parn las variables categóricas. En relación a la asociación entre H. pylori y la presencia de 

sangrado, la razón de momios (RM) y su intervalo de confianza al 95%, fueron calculados usado 

en el método exacto 134
• El grupo UPH se tomó como "casos" y se comparó con los grupos de UP 

y NoUP, denominados "controles". Para la comparación de los grupos UP y NoUP, el primero se 

consideró como los "casos" y el segundo como los "controles" 135• La variabilidad de observador 

entre patólogos fue medida como se describe por Kramer y cols. 136
• La significancia estadística 

fue estimada por la prueba exacta de Fisher (Statxact-4 for windows). La consistencia en la 

detección de fl pylori entre el antro y el cuerJ>o.gilStric<lse evaluó por la prueba pareada de Chi 

cuadrada de McNemar. El valor de alfa se _estableció en 0.05. 
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TABLA 1. Iniciadores usados para la detección de Helicobacter pylori y el gen cagA por PCR. 

Iniciador Secuencia Tamaño Temperatura de Posición Referencias 

5·__. 3· Producto Amplificación 5" - 3· 

(bp) (º C) (bp) 

Amplificación del gen 16S RNAr. 

Hpl CTGGAGAGACTAAGCCCTCC 834 - 853 Sheng-Ang y cols. 121 

Hp2 ATTACTGACGCTGATTGTGC 109 60 744 - 763 
Hp3 AGGATGAAGGTTTAAGGATT 407 -426 

Amplificación del gen cagA. 

cagA 1 (93089) AATACACCAACGCCTCCAAG 400 55 2054-20736 

~ cagA2 (93261) TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC 2450-24316 
Lage y cols. 130 

?: Fl GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG 350 50 691-7136 

~·:~ 81 CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA 1039 - 10186 Tummuru y cols. 12 

);>- JJ 87629 ACACAGAAGACAGAGCGTTATT 150+ 55 1441-14206 Tummuru y cols.12 

c:J- DR02 TTGAYACYAAYAAGATACCG 2343 58 482-5006 
c-3 en 

08 DR04 TTGCTTGCGTTACCTTGCTG 2824-28056 Este estudio* 

DR06 GCTAATAGRGAYGCAAGAGC 1428 58 2521-25406 

~ !2: OROS TARCRTTYTTGATTCCATGC 3949-39306 Este estudio* o 
~ CagAl GATATAGCCACTACCACCACCG 5701 55 1249- 12106 

2! CagA2 GGAAATCTTTAATCTCAGTTCGG 1819- 179f 

CagA5 GGCAATGGTGGTCCTGGAGCTAGGC 3241 55 1495 - 15196 Zhi-Ju y cols. 109 

•Obtenidos a partir de las secuencias previamente reportadas en el banco de genes (Número de acceso del Gen8ank X70039, LI 1714, 

AE00051 I y AEOOl439). ¡;Acorde a Covacci y cols 81 • +Usado con el iniciador Fl. 1 Usado con el iniciadorCagA2. Y= C o T. R =A o G. 
w 



RESULTADOS 

Población del estudio. Las cnracterlsticns demográficas de los grupos estudiados se muestran en 
-- -- . 

la Tabla 2. Sesenta y siete pacientes fueron incluidos en el estudio: JO ,~PJ-i,:20 UP Y: 17 NoUP. 
. ' . . . 

No existen diferencias significativas en cuanto a sexo, tabaquismo;:o.: exposición previa de 

AINES. Ninguno de los pacientes admitidos refirió Íngesta de AIN~S er! l~s:dltimas dos semanas 

previas a su ingreso al estudio. 

ll11ll11zgos Endoscópicos: En el grupo UPH, las.Jesiories fueron localizadas en el estómago en 

1 O casos (33%); en 16 pacientes (53%) se observnro'n úlceras duodenales; y In presencia de 

úlceras múltiples (por ej. gástricas y duodena.les) se observó en los 4 casos restantes (14%). Pnrn 

el grupo UP, In distribución de In localización fue 9 (45%) en el estómago, 9 (45%) úlceras 

duodenales y 2 (10%) úlceras múltiples. La actividad de sangrado en los pacientes fue medida de 

acuerdo a la clasificación de Forrest: In (2 casos), lb (2 casos), Iln (5 casos), Ilb (8 casos), lle (7 

casos) y III (6 casos). En estos pacientes, el promedio de los niveles de hemoglobina en el 

momento de su admisión fue de 9.7 g/dl (intervalo 6.0-16) y 25 de ellos (83%) requirieron de 

transfusión. El número promedio de unidades de sangre requeridas para estabilización fue de 2.1 

(intervalo O - 8) unidades. 

Detección de H. pylori por prueba rápida de la urcasa, histologia y cultivo. El análisis de In 

prueba rápida de ureasn demostró una prevalencia de /1. pylori del 37%, 60% y 65% para UPH, 

UP y NoUP, respectivamente. No se encontró significancia estadística (p=0.11) cuando se 

comparó a los tres grupos en conjunto. Los resultados de histologia mostraron una concordancia 

aceptable entre los dos observadores, en la evaluación de la presencia de H. pylor/ (78% de 
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concordancia global, Kappa 0.51, p<0.05). La frecuencia de detección de H. py/orl varia del 67% 

al 85% entre los grupos y nuevamente sin significancía estadística (Tabla 2), El cultivo fue 

positivo para H. pylor/ en sólo 11 pacientes (16.5%) (Tabla 2). 

Detección del gen 16S RNAr, sensibilidad y especificidad por PCR. La frecuencia de H. pylori 

por PCR en el grupo total fue del 74.6% (Tabla 2), con una alta prevalencia para el grupo UP 

(90%) y una menor prevalencia en los grupos UPH (70%) y NoUP (65%). Se encontró una 

diferencia significativa ni comparar los controles y UP (p<0.05), pero sin significnncia cuando se 

comparó el grupo UPH contra el grupo UP. El diagnóstico de la úlcera asociada a He/lcobacler se 

estableció en todos los pacientes basados en histología y PCR (detección del gen 168 RNAr). La 

distribución de H. pylor/ por PCR-168 RNAr en antro y cuerpo no mostró diferencia 

estadfsticmnente significativa, no obstan!~ que 12 de los 67 casos fueron discordantes (chi

cundrnda de McNemar 1.3, p = 0.25). 

La sensibilidad en la detección de H. py/ori con los iniciadores 1-lpl, Hp2 y Hp3 fue de 0.001 ng, 

que corresponde a 1 genoma; para cagAl-cngA2 fue de 0.01 ng (6 genomas}, mientras que para 

Fl-BI fue de 0.1 ng (55 genomas). Por otro lado, no hubo amplificación de productos de PCR a 

partir de los DNAs de linfocitos humanos, así como de los DNAs bacterianos probados para 

evaluar la especificidad del ensayo de PCR para In detección de H. pylori, empleando el gen 16S 

RNAr. Todas In muestras gástricas fueron positivas para la amplificación del gen P-globinn. La 

detección del gen cagA de aislamientos cllnicos fue del 90% con los iniciadores cngA 1-cagA2 y 

del 65% para los iniciadores Fl-81. La diferencia en In detección del gen cagA de los 

aislamientos cllnicos, usando estos iniciadores fue estadfsticmncnte significativa ( chi-cuadradn de 

McNemnr 3.84, p<0.05), razón por la cual sólo se utilizaron estos iniciadores para In detección 
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del gen cagA en las biopsias gástricas. Por otro lado, estos iniciadores (cagAl-cagA2)mostraron 

ser específicos en la detección del gen cagA, ya que sólo se obtuvieron productos de 

amplific~ción con las cepas Hp 84-183 y Hp 88-23 (cepas cagA positivas) y que fueron positivas 

u Ju hibridación con la sonda CAG4 

Asociación de /lelicobacter pylori con la úlcera péptica sangrante. La asociación de H. py/ori 

con UPH se muestra en la Figura 5, la cual describe la asociación entre la presencia de H. pylori 

(definida por la detección del gen de /6S RNAr por PCR en las biopsias gástricas) y los tres 

grupos de estudio. Como previamente se ha demostrado, H. pylorl presenta una fuerte asociación 

con la UP. El riesgo rdativo, cuando se comparan el grupo de UP con los controles fue de 4.91 

(95% IC: 0.68 n ?5.51, X2= 3.47, p=0.06). Sin embargo, no se observó asociación entre Jos 

grupos de UPH y NoUP (RM: 1.27, 95% IC: 0.29 a 5.30, X2= 0.14, p>0.4). Más aún, cuando el 

grupo de UPH se comparó con el grupo de UP, la asociación se lomó "protectora" (RM: 0.26, 

95%1C 0.02 a 1.53, X 2= 2.79, p<0.10), sugiriendo que la prevalencia de H. pylori es menor 

cuundo In úlcera sangra. 

Detección del gen de cagA por PCR-Hibridación en las biopsias gástricas. La prevalencia 

totul del gen cagA por PCR-Hibridación en las biopsias gástricas (positivas por /6S RNAr) con 

los iniciadores cagA 1-cagA2 fue de 92%. Cuando se analizaron los grupos individualmente, se 

encontró una prevalencia entre el 90.5% y 94.4% (rabia 3), sin significancia estadística. 

Simultáneamente, biopsias gástricas negativas por PCR-/6S RNAr de los tres grupos, fueron 

mnplilicadas con los iniciadores cagAl-cagA2, resultando todas las muestras negativas. 

Topográficamente se encontró una diferencia significativa en In distribución de las biopsias 

positivas para cagA en las diferentes regiones gástricas: esto es (18 pares antro negativo-cuerpo 
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positivo y 7 pares antro positivo y cue_rpo negativo;_ ~as restantes 25 biopsias gástricas fueron 

positivas, concordantes tanto en' el ·antro;- como en el cuerpo (chi-cuadrada de McNemar 4.84, 

p=0.028). Por otro lado, la hibridación de cultivo~ primarios de las biopsias, con la sonda CAG4, 

mostró la presencia de colonias cagA +y cagA .;.. en un mismo cultivo (Figura 6). 

Scroprcvalcncia de anticuerpos lgA e lgG. La presencia de anticuerpos lgG contra los 

antfgenos de bacterias completas de H. pylori fue determinada en 35 sueros. No se observaron 

d.iferencias significativas en los tres grupos estudiados (Tabla 2). Sin embargo, los anticuerpos 

lgA contra la protelna recombinante de CagA se detectaron con mayor frecuencia en pacientes 
! :_,: ; . ,<.~:' ·. " ·. 

Uf>, comparados con los grupos de UPH y NoUP.(Tabla 4)1 con una signilicancia limllrofe 
: ':·.:·" ~- ~. ':- ,-·::· . ::,._'.; ., . , . . . . 

(p=0.06). Los anticuerpos lgG contra l~,ureasa mostrÍlron:una mayor frcéuencia en el grupo de 

UPl-1 comparado con el grupo NoUP (p=0.07). Los a~-áll~i~ d~ los' anticuerpos de lgA contra 

ureasa y los anticuerpos lgG contra CagA se muestran en la Tabla 4, observándose que las 

frecuencias en los tres grupos son muy similares. 

Detección del gen cagA de las cepas de H. py/ori. El 67% (38/57) de los DNAs bacterianos 

fueron positivos a fa presencia del gen cagA por hibridación con las sondas CAG4 y CAG25-

Digoxigenina (Figura 7). Ninguno de los diferentes pares de iniciadores produce algún producto 

incspecllico con las diferentes cepas bacterianas (Campylobacter sp y Enterobacteriaceae) 

usadas como controles. Además, todos los DNAs genómicos (H. pylori y controles) hibridaron 

con fu sonda 168 (ver Tabla 5). 

Determinación del polimorfismo del gen cagA. En la Figura 8, se muestra el esquema de 

amplilicución del gen cagA por PCR. De las 38 cepas positivas (Tabla 5) a la presencia del gen 
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cagA, todas fueron amplificadas con los iniciadores cagAl-cagA2 y Fl-BJ, excepto cuatro de 

ellas, que en general presentaron una pobre detección con los siete pares de iniciadores (Tnbln 5). 

Los iniciadores DR02-DR04 fueron los que preserit~on menor sensibilidad en In detección del 

gen cagA. Lns cepas negativas n la presencia del gen por hibridación mostraron unn amplificación 

positiva, principalmente con los iniciadores CngA l-CngA2 y CagA5-CagA2. Siendo DR02-

DR04 los únicos iniciadores que no presentaron amplificación alguna del producto. Cnbc 

mencionar que todos los DNAs hibridaron con In sonda l 6S (Tabla 5). 

Amllisis de los resultados de la amplificación por PCR e hibridación del gen cagA. En la 

Tabla 6, se muestra In sensibilidad y especificidad de los diferentes pares de iniciadores utilizados 

pura la amplificación del gen cagA, siendo los iniciadores Fl -B7629 los que presentaron la mejor 

sensibilidad y especificidad ni compararse con los otros iniciadores (sensibilidad 68% y 

cspccificidud 84%). Mediante una gráfica ROC se pudieron comparar los diferentes iniciadores 

con In finalidad de identificar cuál de lo.s pares de iniciadores resultaba mejor para la detección 

del gen cagA. As!, se encontró que !os iniciadores Fl-87629 son mejores que el resto de estos, 

considerándose intermedios los iniciadores DR06-DR08, Fl-Bl y CagAl-CngA2, y siendo los 

iniciadores cngAl-cngA2, DR02·DR04 y CagA5-CagA2 poco útiles en la detección del gen 

cagA (Figura 9). Al nnnliznr In detección del gen cagA por PCR y los diferentes pares de 

iniciadores con respecto ni cuadro clfnico, se encontró una mayor detección del gen en las cepas 

aisladas de pacientes UP y UPH al compararse con el grupo de NoUP, con los iniciadores Fl-B 1 

(Figura 10), con una significnncia estadfstica (p=0.013). Los iniciadores FJ-B7629 mostraron una 

mayor detección del gen en las cepas aisladas de pacientes UP comparado con las cepas UPH y 

NoUP, con una significancia limftrofe (p=0.057). Los otros iniciadores no mostraron asociación 

significativa n cuadro clfnico (Figura 10). 
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Análisis de las secuencias de DNA. El análisis de la secuencia .de nucleótidos. obtenidas por 

PCR con los diferentes pares de iniciadores, mostraron principalmente la presencia de can1bios de 

nucleótidos cerca del extremo 3 · de los sitios complementários a los iniciadores en cepas de H. 

pylori aisladas de pacientes con UPH y NoUP, resultando en una pérdid.a de)a ~ciplificación de 

los fragmentos por PCR (Figura 1 1 ). Por otro lado, cuatro secuencias de nucleótidos obtenidas 

del producto de PCR generado con los iniciadores CagA5-CagA2 a partir del DNA de cepas de 

H. py/orl, aisladas de pacientes con diferentes cuadros cllnicos; UHP (ICIN), UP (46A6N) y 

NoUP (2laC3 y 48C7), no presentaron homologla alguna con el gen cagA. Al compararse estas 

secuencias en el banco de genes utilizando el programa BLASTn, mostraron una homologla del 

86 al 95% con el gen de la protclna asociada a virulencia (vapD) de H. pylorl. 

l;or otro lado, el unálisis de los demás fragmentos secuenciados del gen cagA de H. pylori aislado 

de pacientes UPH, UP y NoUP, presentaron una altu homología con el gen cagA (Tabla 7). El 

resultado de la comparación de 9 secuencias del frugmento de 324 pb, mostró 27 cambios de 

nucleótidos de 258 nucleótidos, resultando en 16 cambios de aminoácidos; para 7 secuencias del 

fragmento 400 pb se encontraron 29 cambios de nucleótidos de 348, resultando 18 cambios de 

aminoácidos; para 7 secuencias del fragmento de 570 pb, fueron 29 cambios nucleótidos de 512, 

resultando en 9 cambios de aminoácidos y para 1 O secuencias del fragmento de 750 pb, fueron 44 

cambios de nucleótidos de 682, resultando en 24 cambios de aminoácidos (datos no mostrados). 

Los valores de sustituciones sinónimas (ds) y no sinónimas (dN) de los diferentes fragmentos del 

gen cagA de H. pylor/ fueron similares en todos estos, en donde ds es mayor que dN (Tabla 7). Sin 

embargo, el segmento de 400 pb muestra una alta relación dNlds. Cuando se analizaron las dN y ds 

en este fragmento, se observó la presencia de dos regiones (Gráfica 1 ). La región A es en donde 

sólo se presentan sustituciones de tipo no sinónimo. En la región B hay una alta proporción de 
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sustituciones de tipo sinónimo. Se encontró que el fragmento de 570 pb es un fragmento muy 

conservado. 

Con la finalidad de comparar el fragmento de 243 pb del gen cagA de 15 cepas de. H, py/ori 

aisladas de pacientes mexicanos,. se emplearon 24 secuencias de nucleótidos reportadas en el 

banco de genes por van der Ende~ y cóls. En 1998, de este mismo fragmento de) gen cagA de 

cepas de /J. pylori, aisladas de p~cieiítes holandeses y chinos. El resultado de. In comparación de 

las 39 secuencias entou;I, mo~tr~~u~·;2 de éstas son polimórficas, con cambios de nucleótidos 
' .·:·. . . 

en 75 posibles posiciones. (Figura 12). Del número total de 75 sustituciones de nucleótidos, 28 

rcsullaron en cambios de aminoácidos (Figura 13). Los valores de sustituciones sinónimas (ds) y 

no sinónimas (dN) en los aislados de H. pylori de pacientes mexicanos fueron ligeramente más 

bajos a· los aislados de H. pylori de pacientes holandeses y chinos (Tabla 8). La relación de 

proporciones dNlds de los aislados holandeses fue aproximadamente el doble al de las cepas 

mexicanas y chinas. Cuando se anali7.aron las dN y ds en este fragmento en las tres poblaciones, 

se observó una alta proporción de sustituciones de tipo sinónimo (Gráfica 2). 

Más aún, el análisis filogenético de las 39 secuencias del fragmento de 243 pb mostró dos 

grandes grupos: el grupo 1 está constituido por todas las cepas de H. pylori de los pacientes 

mexicanos y holandeses; y en el grupo 11, todas las cepas de H. pylori chinas (Figura 14). Cabe 

mencionar que no existió una distribución de las cepas mexicanas dentro de un ciado o grupo 

determinado dentro del árbol filogenético, así mismo, no se agruparon de acuerdo al cuadro 

cHnico presentado. El análisis por bootstrap ( 1,000 replicas) mostró una alta confiabilidad en las 

diferencias entre ambos grupos. Las secuencias del fragmento de 243 pb del gen cagA de las 

cepas del grupo 1, demostraron una divergencia del 3.1 % a nivel de nucleótidos y del 4.5% a 
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nivel de aminoácidos. En el grupo 11 la divergencia fue del 6.5 y 4.5% a nivel de nucleótidos y 

aminoácidos, respectivamente (Tabla 9). 

El análisis de la secuencia completa de nucleótidos del gen cagA de H. py/orl, aislado de un 

paciente úlcera péptico hemorrágico, mostró una secuencia de 3,522 pb que codifica para una 

protclna de l, 174 aminoácidos, con un peso molecular aproximado de 130,609 Da. La identidad 

de la secuencia de nucleótidos y aminoácidos fue calculada al compararse con las secuencias 

r~portadas del banco de genes (NCTC 11638, Hpl5818, NCTC 11637, F32, Hp J99, ATCC 

43526, Hp 26695 y ATCC 53726), encontrándose una homologla en identidad del 85 al 94% y 

del 78 al 93% a nivel de nucleótidos y aminoácidos, respectivamente. 

Al analizarse In región variable 3' de In secuencia i:onípletá del gen cagA, de acuerdo a la 
.. i. :·.· .. :·. 

clusificación de Yamaoka; se encontró un patrÓri de repeticiones Rl-R2-Rl-R3-Rl In cual 

pertenece ni tipo A de estructura primaria (Figura 16). Además, se analizaron los posibles sitios 

de fosforilnción de tirosina en la proteína CagA, observándose In presencia de dos de tres sitios 

de fosforilación de tirosina: los sitios que se conservan están en las posiciones 122 y 899 de la 

secuencia de aminoácidos, habiéndose perdido el sitio de fosforilnción 1029 (Figura 16), ni haber 

un cambio de tirosina (Y) por histidina (H). 
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TABLA 2. Características demográficas y prevalencia de He/icobacler py/ori por diferentes 
métodos en los tres grupos de sujetos estudiados. 

Cnraclcrfslicas de UP NoUP UPH valor de 
los pacicn1cs n=17 n=20 n=30 p 

Promedio de edad. 48.9 (14.3) 56.5 (t6.t) 60.5 ( 14.4) o.os• 
aílos ( +/. DE) 

Sexo ( M / F) 5 / t2 1317 20 /JO NS 

Tubaquismo ( % ) 5 ( 29) 9 ( 45) t8 ( 60) NS 

AINES n(o/o) 3 ( t8) 4 (20) 8 ( 27) NS 

No. (%)positivos para H. pylori detenninado por: 

lllstologla t2 (70) 17 ( 85) 20 ( 67) 

Cullivo t ( 6) 4 (20) 6(20) 

PCR-/6S RNAr t t ( 65) t8(90) 21 ( 70) 

lgG-ABC 617 { 85.7) l l/t2 ( 91.6) 14/16 (87.75) 

Abreviaciones: UP = Úlcero pépticos no sangrantes, NoUP =No úlcero péptico. UPH = Úlcero pépticos 
hemorrágicos. NS= Sin significancia estadlstica •A NOVA test, M =Masculinos, F =Femenino, AtNES =anti· 
inílamatorios no esteroideos. PCR-/6S RNAr =Amplificación del gen /6S RNA rihosomal por PCR. lgG = 
lmmunoglobulina G. ABC = Anllgcnos de bacterias completas. lgG se detem1inó por ELISA. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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FIGURA S. Asociación de Helicobacter pylori con In úlcera pépticn sangrante. La presencia de 
H. pylori fue determinada en biopsias gástricas por PCR-16S RNAr en pacientes con úlcera 
pépticn (PU), úlcera pépticn hemorrágicn (UPH) y en pacientes asintomáticos (NoUP). 
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T ADLA 3. Detección del gen cagA por PCR en las biopsias positivas por 
PCR-/6S RNAr a H. py/ori. 

BlOPSIAS NoUP UP UPH 
H. pylori n = 11 n= 18 n=21 

POSITIVAS (%) (%) (%) 

PCR-
HIBRIDACIÓN 10 (90.9) 17 (94.4) 19 (90.5) 

cagA 

TABLA 4. Anticuerpos JgG e lgA contra las proteínas rccombinantcs de CagA y ureasa 
de l/elicohacter pylori por ELISA. 

Detección de NoUI' UI' Ul'H Valor de 
unticucrpos n=7 n= t2 n=l7 p. 

n(%) n(%) n(o/o) 

lgA·CagA 4 ( 57.t ) 10( 83.3) 8 ( 47) 0.06 

lgU·CagA 5 ( 71.4) 9 ( 75) t2( 70.6) ns 

lgA-Urcasa 3 ( 42.8) 8 ( 66.6) t3 ( 76.4) ns 

lgG·Un~asa 1 ( 14.3 >"' 6 ( 50) t I ( 64.7 >"' O.o7 

Abreviaciones: tgG = lnmunoglobulina G. tgA = lnmunoglobulino A. CagA= protelna asociada a la cilotoxina. 
NoUI' ,, No úlcera pépticos. UP =Úlcera péptica no sangrante. UPH =Úlcera péptica hemorrágica. • ANOVA. 
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FIGURA 6. Hibridación de colonias de cultivo primario de H. pylori con la sonda CAG4. NoUP 
= No úlcera péptica, UP = Ulcera péptica. 
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FIGURA 7. Detección del gen cagA por dot blot-hibridación. (A) Hibridación de DNA 
genómico de 44 aislados clínicos de H. pylori y cuatro cepas control (H. pylori 86-313 y E. coli 
DHSa, como controles negativos; H. pylorl 84-183 y pCR53CSN, como controles positivos) con 
la sonda CAG4-Digoxigenina. (B) Representación esquemática del resultado de hibridación. 
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FIGURA 8. Rcprcscntnción esquemática de la nmplificación del gen cagA de H. pylori por PCR 
usando diferentes pnrcs de iniciadores. 
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TABLA 5. Patrones de umplificación del gen cagA de H. pylori por PCR usado diferentes 
iniciadores. 

ltibridoción Amplificación por PCR con los 
Cepas DNA Genómico Iniciadores 

( n l CAG4 CAG25 16S o ~ ~ ~ ~ "' ~ ~ ¡ 't o 

~ 
.¿, 

"? "? l o 
"' ¡;: ¡;: "' o u u o 

Positivas para CAG4 

4 + + + + + + + + + + 
2 + + + + + + + + + 
6 + + + + + + + + + 
1 + + + + + + + + 
l + + + + + + + + 
1 + + + + + + + + 
1 + + + + + + + + 
1 + + + + + + + 
2 + + + + + + + 
1 + + + + + + + 
2 + + + + + + 
1 + + + + + + 
l + + + + + + 
1 + + + + + + 
1 + + + + + + 
3 + + + + + 
1 + + + + + 
l + + + + 
1 + + + 
1 + + + + + 
1 + + + + + + + + 
1 + + + + + + + 
1 + + + + + + + 
l + + + + + 
l + + + + 

Negativas para CAG4 

6 + 
2 + + 
3 + + + 
3 + + + 
1 + + + 
1 + + + + 
1 + + + + + 
1 + + + + + 
1 + + + + + 
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TABLA 6. Detección del gen cagA por PCR usando diferentes pares de iniciadores. 
Determinación de la sensibilidad y especificidad de la amplificación, usando como 
estandar de oro la hibridación con la sonda CAG4. 

Iniciadores Sensibilidad 

% (n+/38) 

DR02-DR04 18 (7) 

F1-B7629 68 (26) 

F1-B1 81 (31) 

CagA 1-CagA2 55 (21) 

CagA5-CagA2 58 (22) 

cagA 1-cagA2 89 (34) 

DR06-DR08 55 (21) 

Especificidad 

% (n-/19) 

100 (19) 

84 (16) 

68 (13) 

95 (18) 

68 (13) 

26 (5) 

84 (16) 
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FIGURA 9. Análisis de In sensibilidad y especificidad de cada par de iniciadores otiliznndo In 
curva ROC (Rcceivcr Opcrnting Charnctcristic). 
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FIGUl{A to. Asociación en la detección del gen cagA por PCR con siete pares de iniciadores y 
cuadro clínico. NoUP =No úlcero pépticos. UP =Úlcera péptica no sangrante. UPH =Úlcera 
péptica hemorrágica. • Prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton. 
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A 

Cepa 

53C-5N (UPH) AAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCJTITAATGGAA TCTCGCAA TTAAGGGAAGAAT 

5 '-GATAACAGGCAAGCJTITGAGG-3' 

Iniciador F'I 

n 

Cepa 

48A-7 (NoUP) TTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGT!TIGGAGACAAACACGATTGGAACGCCACC 

48A-1 O (NoUP) TTCA TT A TTGTA TGCGGGCAATGGTGGTTITGGAGACAAACACGA TTGGAACGCCACC 

92-3 (NoUP) TTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTITGGAGCCAAACACGATTGGAACGCCACC 

53C-5N (UPI 1) TTCA TT A TTGTA TGCGGGCAA TGGTGGlTl"l'GGAGCCAAGCACGA TTGGAACGCCACC 

S '-GGCAA TGGTGGTCCTGGAGCT AGGC-3' 

Iniciador CugAS 

FIGURA 11. Análisis de las secuencias del gen cagA de l/elicobacter py/ori aislado de 
pacientes mexicanos. Secuencia parcial de la región correspondiente al sitio complementario de 
los iniciadores (Subrayado) Fl-BI (A) y CagAl-CagA2 (8). En negrillas se muestra los cambios 
de nuclcótidos en las secuencias. 
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TABLA 7. Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de los productos de PCR del gen cagA. 

Producto 
Amplificado 

Cepa Homología(%) Proporción de sustituciones 

(pb) ds d.v 

324pb 53C5N, 3 l 9A14, 46A 1, 46A 7N, 95.49-99.18 0.070 ± 0.023 0.023 ± 0.006 
21A5N, 52AIO, 52AI, 60A2, 
62Al. 

400pb 53C5N, 319A11, 60A7, 59AI, 95.11 - 95.69 0.053± 0.019 0.031 ±0.007 
46AI, IC2N, ICIN. 

570pb 53C5N, 48A7, 48AIO, 92-3, 96.68 - 98.24 0.086 ± 0.021 0.008 ± 0.003 
33CalN, 236A6, 60A9. 

750pb 53C5N, 59Al. IC2N, 62Al 9731-99.10 0.055± O.O 12 0.018 ± 0.004 
319A11, 236A7, 236A6, 
52AIO, 46A7N, 46Al. 

d5 • sustituciones sinónimas, cfv. sustituciones no sinónimas, d,!cf,. Propo11:ión de sustituciones sinónimas y no sinónimas 

d:#s 

3 

1.7 

10 

3 
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GRÁFICA 1. Comparación de las sustituciones sinónimas (ds) y sustituciones no sinónimas (dN) 
en el fragmento de 400 pb del gen cagA. A: región con sustituciones no sinónimas. B: Región 
con sustituciones sinónimas. 
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CEPAS 
Mexicana 53C5N 
Mexicana 21ASN 
Mexicana 236A6 
Mexicana 319Al4 
Mexicana 33CA1N 
Mexicana 4 6Al 
Mexicana 46A1N 
Mexicana 49A7 
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Mexicana 52Al0 
Mexicana 60A2 
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Mexicana 62Al 
Mexicana 923 

Holande!la 107 
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Holandesa l 61L 
Holandesa 239 
Holandesa 25 
Holandesa 27 
Holandesa 79 
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Holandesa 79A 
Holandesa 79J 
Holandesa 392 
Holandesa 406 

China F47 
China Rl3 
China R27 
China R29 
China R30 
China R40 
China R48 
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China R47 
China RS9 

POSICIÓN 
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FIGURA 11. Sitios polimórficos en el fragmento de 243 pb del gen cagA de Helicobacter pylori de pacientes Mexicanos, 
comparadas con cepas aisladas de pacientes Holandeses y Chinos. (Posicion 1537 a 1780, acorde a Covacci y cols.). 
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FIGURA 12. Posibles sustituciones de aminoácidos en el fragmento de 243 pb del gen cagA de R pylori. 



T AULA 8. Proporción de sustituciones sinónimas y no sinónimas por sitio del fragmento 
de 243 pb del gen cagA de H. py/ori. 

Población Aislamientos Proporción de sustituciones 

(Media±EE~ 

(n) ds dN 

Mexicanos 15 0.091 ± 0.027 o.o 13 ± 0.004 0.14 

Holandeses 14 0.102 ± 0.032 0.027 ± 0.007 0.26 

Chinas 10 0.158 ± 0.042 0.025 ± 0.007 0.15 

J...,. .. sustiluciones sinónimas, dN.sustiluciones no sinónimas, d,/d,'i- Proporción de sustituciones no sinónimas y 
sinónimos. EE = Error estándar. 

T AHLA 9. Diversidad de las secuencias del fragmento de 243 pb del gen cagA de H. pylori. 

Origen de los 

aislados 

Grupo 1 

Grupo 11 

Grupos 1y11 

IJE = Desviación estándar. 

Aislwnientos 

(n) 

29 

10 

39 

o/o de diferencias (Media± DE) 

Nucleótidos 

3.1±1.2 

6.5 ± 2.3 

3.1 ±0.9 

aminoácidos 

4.5 ± 0.9 

4.5 ± 1.3 

8.3 ± 1.5 
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GRÁFICA 2. Comparación global de las sustituciones sinónimas (ds) y sustituciones no 
sinónimas (dN) en el fragmento de 243 pb del gen cagA de 39 cepas de H. pylori aisladas de 
pacientes mexicanos, holandeses y chinos. 
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FIGURA 14. Análisis filogenético del fragmento de 243 pb del gen cagA de 39 cepas de H. 
pylori aisladas de pacientes mexicanos, holandeses y chinos. 
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FIGURA 15, Análisis de la estructura primaria de la región variable 3' del gen cagA de la cepa 
de H. pylor/ 53CSN, aislada de un paciente con úlcera péptica hemorrágica. 
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Cepa aislada de un paciente con úlcera péptica hemorrágica. 
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DISCUSIÓN 

H. pylori es un agente patógeno importante en el desarrollo de la úlcera péptica y cuando 

es erradicado, la rec.urrencili.de la UP disminuye notablement~. Más del 90% de las úlceras 

duodenales son itsocÍadas a la infección por H. pylori 131• El sangrado es la' co.ripiicación más 

común de la UP, siendo una causa de hospitalización de emergencia. La tasa de mortalidad por 

úlceras sangrantes ha permanecido sin cambio durante las últimas décadas, ·en promedio se 

calcula entre el 6% y el 10% durante los últimos JO anos 138
, aún cuando la endoscopia 

terapéutica mejora la evaluación de otros parámetros, por ej. la necesidad de transfusión o de 

cirugía 139
• 

La prevalencia de H. pylori en las úlceras pépticas sangrantes se ha descrito que es baja, 

comparada con las úlceras pépticas no sangrantes. Sin embargo, parece ser que la erradicación de 

H. pylori virtualmente previene el resangrado de las úlceras pépticas en la mayoría de los casos, 

donde el sangrado ha sido endoscópicamentc controlado 117
, aunque la función de f/. pylori no ha 

sido completamente definida como un contribuyente importante para que la úlcera sangre. La 

baja prevalencia de H. pylori ha sido atribuida a una subestimación, debida a los resultados falsos 

negntivos obtenidos con la prueba rápida de la urensu por la presencia de sangre 120
• 

En este estudio, Ju seroprevalcncia de f/. pylori medida por anticuerpos fue cercana ni 

90% en la población, como previamente ha sido reportada para los países en desarrollo 2
• 

18
• Sin 

embargo, se observó una distribución diferencial (Tabla 2) de la infección activa en los grupos 

(UPH, UP y NoUP). El grupo UP mostró la mayor prevalencia de H. pylori (90%) detectado por 

la amplificación del gen 16S RNAr por PCR, comparado con la prevalencia de los grupos de 
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NoUP y UPJ-1, en los cuales la presencia del microorganismo fue del 65 y 70%, respectivamente. 

Resultados similares fueron obtenidos en el análisis histopatológico con el uso de las tinciones de 

Hcmatoxilina-Eosin_a y Giemsa, con una sensibilidad del 10 al 15% menor a la amplificación del 

gen /6S RNAr por PCR. La baja prevalencia de H. pylori encontrada para el grupo UPH es aún 

cuestionable. 

La prueba rápida de ureasa (CLOtest) presenta una pobre sensibilidad particularmente en 

ei grupo de UPH con sólo el 37% de positivos. Esto es consistente con estudios previos, y se debe 

posiblemen_te a la presencia de sangre, la cual puede ser causa de los resultados falsos negativos 

120
· 

121
• Por otro lado, resultados falsos negativos pueden ocurrir cuando H. pylori está presente en 

cantidades pcqueftas en la muestra de biopsia gástrica; es entonces cuando la amplificación por 

l'CR puede ser el método adecuado para la detección del microorganismo a partir de la misma 140
• 

Debido a esto el CLOtest no fue considerado un método adecuado para la detección de H. pylorl 

en el presente estudio. 

La baja recuperación de H. py/ori en el cultivo microbiológico puede ser explicada en 

parte debido al empleo del medio Stuart's y al tiempo transcurrido entre la toma de la biopsia 

gástrica y el procesamiento de la misma. Sin embargo, Roosen<laal y cols. 141 han sugerido que la 

composición del medio de transporte no es critica pnra Ja supervivencia de /-/. pylori en la biopsia 

gástrica, con unn viabilidad de hasta 24 horas. Otra explicación para la baja recuperación de H. 

pylori en cultivo puede ser el usó de una sola muestra por cada sitio, ya que es bien conocido que 

la colonización de H. pylori en la mucosa gástrica ocurre en parches, por lo que el uso de una 

muestra incrementa la posibilidad de error de muestreo, especialmente en biopsias con una 

densidad bacteriana baja. Recientemente, van Doom y cols. en 2000 142
, reportó que cepas de /-/. 
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pylori con los genotipos si, mi, iceAJ o cagA positivo (consideradas cepas virulentas) presentan 

una baja densidad bacteriana y por lo tanto son diílciles: de· dete¿tar por CLOtest y cultivo 

microbiológko. Contrariiimente, las cepas con los genotipos s2, m2, iceA2 o cagA negativo están 

presentes en alta densi.dad y raramente producen falsos negativos, indicando que estas diferencias 

con los difere.ntes genotipos de H. pylori pueden tener implicaciones importantes en la detección 

del microorganismo. 

Diversos estudios han sugerido que existe un pobre valor diagnóstico basado únicamente 

en una prueba para la detección de H. pylorl, incluso bajo circunstancias de ausencia de sangrado. 

Por lo que la recomendación de algunos autores es la de usar al menos dos pruebas para 

dctem1inar la infección H. pylorl 143
• 144• Sin embargo, es reconocido que la amplificación de 

fragmentos de DNA por PCR de biopsias gástricas muestra una alta sensibilidad y especificidad, 

como lo muestran diversos estudios 129
• 

145
, por lo que en el presente estudio se analizaron los 

iniciadores por BLASTn; en donde se observo que había una homologla parcial con secuencias 

de DNA humano. Sin embargo, no hubo productos de amplificación con los DNAs de linfocitos 

humanos usando los iniciadores descritos por Sheng-Ang 127
, mostrando que estos son 

especlficos para la detección de H. py/ori, por lo que en el presente estudio la amplificación por 

PCR usando el gen /6S RNAr fue considerada como el estándar de oro. 

Nuestros hallazgos (Tabla 2) son coincidentes con los reportados por Lec y cols. en 2000 

120 quienes encontraron una prevalencia de 11. pylori muy similar, cuando emplearon en 

combinación la histopatología y el cultivo microbiológico, encontrando una prevalencia del 

54.5% para UPl-1 y del 73% para UP. Más aún, Malfcrtheincr y cols. en 1997 146 reportó que la 

UP presenta diferentes patrones cllnicos dependiendo de su asociación con H. pylori, siendo 
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mayor la probabilidad de sangrado en los pacientes sin infección por H. pylori. Ad_emás, _Tagaris 

y cols. en 1995 119 reportaron la evidencia también encontrada por nosotros, del papel 'protector 

de H. pylorl en el sangrado de la úlcera péptica, cuando comparó la infección por H. pylori y la 

severidad del sangrado de· tracto gastrointestinal alto. A diferencia de nuestro estudio, la 

metodologla que eU~s e~plearon fue la histologla y la prueba rápida de ureasa (CLOtest). El 

riesgo relatiyo asoc:iado a la prevalencia de H. pylori calculado para ese mismo estudio fue de 

0.11, los pacientes H. pylori negativos tuvieron una hemorragia más severa al compararlos con 

lo~ pacientes H. pylorl positivos. Resultados similares fueron obtenidos por Cullen y cols. en 

1997 147
• En un reporte preliminar de Shilling y col. 148 también mostraron que H. pylori no se 

asociaba al sangrado de la úlcera por tensión nerviosa. 

El papel de otros factores que contribuyen al sangrado de la UP, tales como la edad y In 

ingcsta de AINES, ha sido claramente demostrado en la historia natural de esta enfermedad. En el 

2000 Weil y cols. 149, en un estudio realizado en Inglaterra y el pnls de Gales, encontraron que 

pacientes de 60 años o mayores con ingcsta de AINES son una población con un mayor riesgo de 

padecer sangrado de In úlcera. En nuestro estudio (Tabla 2), la edad fue ciertamente un factor de 

riesgo importante para el sangrado de la úlcera, asl como, la ingesta ocasional de AINES en 

algunos de los pacientes estudiados podría estar participando en el sangrado de la úlcera. Sin 

embargo, la ingesta de AINES en los tres grupos estudiados (UPH, NoUP y UP) fue muy similar 

( 18 a 27%) y al compararse no fueron estadlsticamente significativos, aunque la detección de 

ingesta de AINES no se comprobó en orina, ni se realizó el ensayo de agregación plaquetaria para 

cerciorarse de su ingesta real de AINES. 

Este estudio, aunque limitado por el número de pacientes incluidos en cada grupo, tiene 
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suficientes sujetos paruidentificar como_ significativa la asociación de H. pylori y el gen cagA 

con el grupo UP, no nsl con el grupo UPH (Figura 5). Dado que el limite superior del intervalo 

para la asociación de H. pylori va de 5.2 (crudo) a 7.1 (ajustado), no podemos excluir una 

asociación. Sin embargo, la magnitud de las razones de momios estimadas podrln, a lo sumo, 

mostrar una asociación de débil a moderada, completamente distinta a In que relaciona a H. py/ori 

con In úlcera pépticn, la cual usualmente va más allá de 13 para el riesgo relativo "º· isi. Asl, los 

hallazgos en este estudio mostraron claramente que el sangrado de la UP no se asocia con la 

infección de H. py/ori. 

Durante la última década se han realizado un gran número de estudios con la finalidad de 

encontrar factores bacterianos en H. py/ori que ayuden a explicar porqué justamente una pequeiln 

proporción de individuos desarrolla gastritis, úlcera pépticn, adenocnrcinomn y linfomn gástrico 

entre In vasta población de sujetos infectados con el microorganismo. En estudios realizados 

sobre In detección del gen vacA y de su producto, la citotoxinn vacuolizante, así como también, 

en la detección de In presencia de In isla de patogcnicidad cag y del gen asociado a la citotoxina 

(cC1gA) en las cepas de H. py/ori, las han asociado al desarrollo de UP, gastritis atrófica y cáncer 

gástrico; mientras que las cepas que carecen de estos factores de virulencia no se les ha descrito 

asociación alguna 152
• 

153
• Por lo cual, el gen cagA ha sido convencionalmente usado como un 

marcador de cepas patogénicns. En el presente estudio. la prevalencia del gen cagA en sujetos /-!. 

py/ori positivos fue analizado con respecto ni grupo de enfermedad donde fueron incluidos, con 

el fin de identificar su posible contribución a In complicación de In úlcera péptica y en el cual no 

se encontraron diferencias en los grupos de UPH y UP (Tabla 3), en cuanto a la presencia del gen 

cagA (91% y 94% respectivamente), como se ha reportado en estudios previos ios-iio. Sin 

embargo, In prevalencia de H. pylori cagA positivo en UP permaneció significativa cuando fue 
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comparada con el grupo UPH. La alta prevalencia del gen cagA en· los tres grupos estudiados 

sugiere que éste no pue'de ser utilizado como un marcador predictivo en los aislados cllnicos de 

/f. py/ori en México, para identificar una cepa en particular como productora de gastritis o úlcera. 

Por otro Indo, en nuestro estudio encontramos que H. pylorl cagA positivo fue hallado 

predominantemente en cuerpo, aunque, Atherton y cols. en 1996 154, estudiando pacientes 

dispépticos no encontraron diferencias significativas en la distribución de H. py/ori cagA positivo 

en las biopsias de antro o cuerpo. 

Un hallazgo interesante en el presente estudio fue la presencia de colonias de H. py/ori 

cagA positivas y negativas en un mismo cultivo primario (Figura 6). Sin embargo, parece ser que 

no es un evento raro, ya que van der Ender y cols. 155 y Figura y cols. 156 encontraron que 

aproximadamente dos tercios de los pacientes que estudiaron con UP y dispepsia no ulcerosa, 

respectivamente, presentan colonias tanto cagA positivas como negativas en los cultivos 

primarios. Una posible explicación de la presencia de cepas cagA positivas y negativas en los 

cultivos primarios es In inestabilidad de In PAl-cag, más que la infección con múltiples cepas. La 

pérdida de cag puede ser debida n una señal inductiva o una fuerza selectiva que contribuye a la 

readaptación del microorganismo en los diferentes estadios de la infección y esto tal vez explique 

la persistencia crónica del microorganismo en la mucosa gástrica 157
. Recientemente, van Doom y 

cols. en el 2000 158
, en un estudio hecho en Holanda con pacientes con UP y dispepsia funcional, 

han sugerido que las cepas de H. pylori cagA negativas fü·nen una gran implicación desde el 

punto de vista terapéutico, ya que éstas son más resistentes a la terapia antimicrobiana usada para 

la erradicación del microorganismo. 

En cuanto a la presencia de anticuerpos séricos contra los diferentes antfgenos de H. 
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py/ori estudiados, se encontró una más alta prevalencia de lgA contra el antígeno de CagA en el 

grupo UP (Tabla A). Los resultados.de los anticuerpos contra ureasa, principalmente del isotipo 

lgG presentaron una distribución.diferencial, con menor prevalencia en el grupo NoUP y una más 

altu prevalencia en el gl'Upo\JPH; ·A.~tibuerpos IgG contra la ureasa podrlan tener un potencial 

uso diferencial en el diagnóstico de pacientes ulcero pépticos sangrantes o no sangrantes, de otras 

patologlas. Mientras tanto, anticuerpos lgA contra la protelna CagA podrlan ser usados para 

diferenciar pacientes UP de pacientes NoUP y UPH (Tabla 4). 

La diferencia encontrada en la detección del gen cagA con los iniciadores cagA l-cagA2 y 

Fl-Dl en las cepas de H. pylori, aisladas de pacientes mexicanos nos hizo pensar que 

posiblemente pudiera existir.variación alélica eri el gen cagA como ha sido reportado por Miehlke 

y cols. '°8
, ellos compararon 60 cepas de H. pylori aisladas de pacientes coreanos con UP y 

cáncer gástrico, contra 41 cepas de H. pylori aisladas de pacientes con UP y gastritis en Houston, 

encontrando diferencias en la detección del gen cagA al amplificar un fragmento de 1.4 kb (1.7% 

para las cepas coreanas y 88% para las de Houston), comparado con la amplificación de un 

fragmento de 297 pb (98% para las Coreanas y 88% para las de Houston). Resultados similares 

fueron observados por Pan y cols. 109 al amplificar un fragmento de 570 pb del gen cagA de cepas 

chinas y holandesas (52% para las cepas chinas y 95% para las holandesas, contra 95% y 91% 

paru un fragmento de 324 pb, respectivamente). 

Esto nos llevó a examinar la variabilidad en el gen cagA utilizando la amplificación por 

PCR con diferentes iniciadores que cubrían diferentes regiones del gen, principalmente del 

extremo 5' y de la región media (Figura 8 y Tabla 5). El extremo 3' no fue ampliamente 

estudiado, ya que es sabido que es una región variable y ha sido ampliamente estudiada. El 
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criterio que empicamos fue basado en la presencia y ausencia del producto nmplificndo, 

obteniendo 34 patrones diferentes de nmpliticnción de las.57 cepas de/i pylori estúdindas con 

los siete pares de iniciadores. Lo que más llamó la atención fue h1 obtención de productos de PCR 

de cepas ncgátivns a la hibridación con las sondas CAG4 y CAG25 (Tabla 5). Cabe aclarar que 

todos y cada uno de los diferentes ensayos de amplificación por PCR fueron estandarizados en 

cuanto n la temperatura de alineamiento de los iniciadores y concentración de MgC(i, y con el 

uso de DNA de cepas tipo de H. pylori positiva y negativas a In presencia del gen. Sin embargo, 

esto no descartó la amplificación de productos incspeciticos con las cepas estudiadas (datos no 

mostrados). Chizhikov y cols. en 2001 159
, han sugerido que algunas de estas bandas incspcclficas 

producidas en los ensayos de PCR, pueden quedar localizadas en el gel de agarosn de forma 

similar a las posiciones de las bandas producidas en los controles positivos, lo que indica que el 

poder de resolución de los geles de agarosa es pobre. 

Cuando se analizó In detección del gen cagA por PCR usando los siete pares de 

iniciadores y cuadro clínico, se encontró una asociación significativa con los iniciadores Fl-B 1 y 

limltrofe con Fl-87629 (Figura 10). Cuando se emplean los iniciadores Fl-Bl parecen 

diferenciar las cepas UP y UPH de las cepas NoUP; sin embargo, cuando se emplean los 

iniciadores Fl-B7629 parece que estos pueden discriminar entre las cepas UP de NoUP y UPH. 

Una posible explicación de esto es que las cepas provenientes de los pacientes UPH presenten 

polimorfismo en el sitio complementario ni iniciador 87629. Sin embargo, esto no fue posible 

analizarlo a partir de los productos secuenciados, ya que se requiere amplificar y secuenciar un 
- ··." 

fragmento del gen cagA ·que)llciuya los sitios complementarios de estos iniciadores. Por otro 

lado, cuando se anllli~~on'los iniciadores mediante una gráfica ROC se observó que los 

iniciadores Fl-B7629 eran los mejores en sensibilidad y especificidad, para In detección del gen 
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cagA (Figura 9), De acuerdo a estos_halh1zg_~s~ es posible que e_ste par de iniciadores sean útiles 

para diferenciar cepas' patóg¿llas' (provcniéntcs de paéientes con UP) de no patógenas, por lo que 

se requieren de un mayor número de aislamiento cllnicos de H. py/ori. 

Cuando se analizaron las secuencias de nucleótidos de los diferentes fragmentos 

amplilicudos, seleccionados por patrón de amplificación con los diferentes iniciadores, se 

encontró por un lado la amplificación de un producto inespecllico con Jos iniciadores_ CagA5-

CagA2 para las cepas ICIN, 46A6N, 2JaC3 y 48C7, el cual corresponde al gen de la pmtclna 

asociada a virulencia (vapD), que es un importante faétor de virulencia en Dichelobacl~r nodosus 

l(>O y que ha sido descrito también en A. aclin~myce/emcomilans, N. gonorrhocae, H. 1ef111eÍlzae y 

en H. pylori. Cao y cols. 161 encontraroÍl e( gen l1ápD en 19 de 31 (61.3%) cepas dé H. pylori 
- .. )/. :,',.>-

probadas por hibridación. J>éir otro lado/i:i anÍÍlisis de las secuencias de nucleótidos en los sitios 
,' .,. . ;·,·_:1·~. 

• .. .' '· '~. .. ._> .. ,'· . :· :/'' : ' ·f' :- .. : : ··, ": -

complementarios a los inid~élores reve16:1ii:presencia de sustituciones de nucleótidos hacia el 

extremo 3', lo que posiblemente~oc;;s¡c,r{~1a ~érdida de amplificación del fragmento (Figura 11). 
' ' . - ·' - ,;~"'" . -

~- : . .,_ : . . :'_,~- <-· >.::·-: 

Estos cambios pueden ser debido a mutaCiones; las cuales podemos clasificar en silenciosas, las 

cuales no cambian a un aminoácido en particular, o mutaciones que resultan en el cambio de un 

aminoácido y que pueden o no afectar la función de Ja protelna. Wang y cols. 162 han sugerido 

que las mutaciones de novo son frecuentemente usadas por H. py/ori para su adaptación a 

cambios de condiciones ambientales, como los manifestados en el desarrollo de resistencia a los 

antibióticos y en la variación de los antlgenos de superficie. Sin embargo, Suerbaum y cols. 163 

sugieren que la gran diversidad genética que presenta H. py/ori sea debida a los eventos de 

recombinación, mutaciones o una combinación de ambos eventos y que la recombinación por si 

sola no crea los sitios polimórficos, pero puede incrementar el número de secuencias únicas 

cuando están presentes nucleótidos polimórficos. 
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Por otro lado, todas las secuencias de los diferentes fragmentos secuenciados fueron 

analizadas en base a las tasas de sustituciones nucleotfdicas. Las susÍitucion~s ni> sinónimas (dN) 

resultan en el cambio de un aminoácido en la secuencÍii, por lo cual la secuencia de aminoácidos 

es no conservada. Las sustituciones si~ónimas Cds) ··.;o d~ como resultado en un cambio de 
. . . 

aminoácido. La relación de las sustituciones dtlds es u~ importante indicador de presión selectiva 

a nivel de proteinas. Una alta proporción de dtlds indica que el gen o segmento del gen está bajo 

presión selectiva para variación; contrariamente, una proporción baja de dtlds indica que el gen o 

ci fragmento está bajo presión selectiva para conservación 164• La proporción de dtlds para los 

fragmentos de 324 y 750 pb fue de 0.3 (Tabla 7), valor tlpico para H. pylori y sugiere selección 

para una secuencia de aminoácidos conservada 165
• El fragmento de 570 pb presenta una 

proporción de 1 O veces de ds por arriba a las dN, lo que indica que es un fragmento conservado, 

como se observa para genes bacterianos 166
• En el caso del fragmento de 400 pb, se encontró una 

proporción de dtlds de 0.6 sugiriendo que este fragmento está bajo presión selectiva de variación 

11
"'. Cuando las proporciones de dN y ds de este fragmento fueron comparadas por usar una 

ventana de 30 aminoácidos (Gráfica 1 ), dos regiones fueron identificadas: la región A (residuos 

de aminoácidos 60 al 200) presenta únicamente dN, sugiriendo que esta porción del producto del 

gen puede estar expuesta a selección del huésped (por ejemplo a la respuesta inmune) 111 • La 

región B presenta una alta proporción de sustituciones sinónimas (Gráfica 1), sugiriendo que esta 

región del fragmento de 400 pb tiene una divergencia nucleotldica atribuible a selección natural 

162.16!' 

Al comparar las secuencias del fragmento de 243 pb con las secuencias disponibles en el 

banco de genes de aislados holandeses y chinos, sorprendentemente, encontramos que los 

aislados mexicanos se agrupan con los aislados holandeses y no con las cepas chinas (Figuras 12 
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y 14). En .un estudio reciente, Ghose y cols. 2002 167
, encontraron evidencias de que H. pylori ha 

estado presente en los humanos al menos desde los ancestros amerindios que migraron de Asia 
. . . 

- < o-. - . 

hace mús de 11,000 años. Estos datos son consistentes con.los encontrados por Yamaoka y cols. 
. - - - -- ;.·· .... 

1
''H estudiando aislados de amerindios de Colombia. Una p~~ibl~ explicación de estos hallazgos es 

que las cepas de H. pylori del viejo mundo sean más eficientes colonizadores de la mucosa 

gástrica que las cepas de los nativos amerindios 168• 169, 

El análisis de la secuencia completa del gen cagA de la cepa 53CSN mostró un tamaño de 

3,522 nucleótidos, el cual está dentro del intervalo de 3,444 a 3,753 nucleÓtidos descrito por 

Covacci y cols. 81 • Al comparar la secuencia del gen con secuencias reportadas·en ~l banco de 

genes se encontró una homologla en identidad a nivel de secuencia nucleotidica que va del 85 al 

94%. Se observaron altas homologlas (92 a 94%) para secuencias de aislados no asiáticos 

comparadas con secuencias de aislados asiáticos (85%). Si bien las secuencias presentan una 

divergencia nucleotídica, esto no debe sorprendernos ya que H. pylori ha sido considerado un 

microorganismo con una alta divergencia genética, la cual es debida principalmente a las 

sustituciones sinónimas 162
• 

165
• Sin embargo, la región variable en el extremo 3' del gen es la 

región con mayor heterogeneidad en el gen cagA por el número de repeticiones del fragmento de 

102 pb y en donde se han encontrado diferencias nucleotídicas sustanciales entre las cepas 

aisladas de occidente y las asiáticas 89
• 

89a. 170
• Las cepas occidentales presentan una secuencia 

especifica denominada WSS (FPLKRHDKV DDLSKVGRSVSPEPIY A TIDDLGGP) y para los 

aislados asiáticos ESS (AINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPIY ATIDFDEANQA 

G). El análisis de la secuencia completa del gen cagA de la cepa 53C5N mostró una secuencia 

WSS (Figura 15). 
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Backert y cols en 2001 1 
CJ.1, demostraron que el si_tio ~e_ fosfori!ación detir()sina localizado 

- .. ·- --. ' 

en las secuencias WSS y ESS es esencial para la formación de)pedestal. Recientemente, Higashi 
-· 

y cols. En 2002 l70, mostraron que en estos siti~s de·fosforil'a~ión'es:donde.-seHeva a cabo la 
,·: . ·· ... l-··.·-·. , .. _ .. ·.· -

unión de la proteína SHP-2 y que dependi~ndJ_'d~l;hóni~~o;~ ~é'~uericias de fosforilación de 

tirosina, el efecto citopático que present~n I~s c~l~l~' !:~mayor. Además, observaron que la 
:'.' ·,._-'.·; ·;._-.'. ;'··<j: ·:·-_;;-< ,-,.·,; ·:.< : 

protclna SJ-IP-2 tiene una mayor afiriidád á Iá secúen~ia ESS'que la de wss. Estas diferencias 
> .~- • ' - /:.. • - -~ • :·:.- '-· .·" (~ • • - ; 

estructurales en la proteína CagA podr!llnestar i~06i~~~~ÍÍS-e~elincremento del riesgo para el ·-- .,- :' -,~--- -· 

d~sarrollo de cáncer gástrico en perscirias q~/·e~té'.~ infectadas con cepas de H. pylori que 

expresan la protelna CagA con alta afinid~d ~ SHP-2. 
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CONCLUSIONES. 

La prevalencia de Helicobacter pylori en In úlcera péptica hemorrágica fue menor que en la 

úlcera péptica. 

Ln scroprevnlencia de IgG contra antlgeno bacteriano total, no distingue entre los tres grupos de 

estudio. 

La detección de lgA. contra la protelna del gen asociado a la citotoxina (CagA) fue mayor en 

pacientes con úlcera péptica. 

/le/ icobacter pylori no es un· foctor de riesgo para que la úlcera péptica sangre. 

Ln prevalencia glóbaJen este estudio de 1-felicobacter py/ori cagA positivo fue del 92%. 

La amplificación:d~I'•fr;~me~to: de .750 pb (Fl-87629) mostró la mejor sensibilidad y 

especificidad en la cletec~l~ll d~l~en cagA. 

La pérdida de umplilicáción del gen cagA se debió al polimorfismo en los sitios complementarios 

a los iniciadores. 

La región 5' del gen cagA de H. pylori es conservada. 

La secuencia parcial del gen cagA de las cepas mexicanas presentó un alto grado de homologla 

con lns secuencias del gen cagA de cepas holandesas, no asl con las cepas chinas. 

Existen dos sitios de fosforilación de la tirosina en el gen cagA de H. pylori de un paciente con 

úlcera péptica hemorrágica que podrían participar en la formación del pedestal d~ las células 

epiteliales gástricas. 
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l'ERSPECrIVAS. 

Numerosos. estudios han mostrado que las cepas de H. pylorl. cagA positivas son más 

virulentas que las. cepas cagA negativas. Sin embargo, la presencia del· gen cagA per se no es un 

predictor de enfermedad en la infección por H. py/ori, por lo que se. debefá. determinar si los 

iniciadores Fl-87629 pueden diferenciar las cepas de H. pylorl ulcerogénicas de las no 

ulccrogénicas, utilizando un mayor número de cepas de los diferentes cuadros cllnicos estudiados, 

así como incluir cepas aisladas de gastritis crónica, úlcera gástrica y cáncer gástrico. 

La proteína CagA es inyectada por H. pylori a las céluals epiteliales gástricas, en dónde la 

1irosina es fosforilada. La proteína CagA-fosforilada se une a la fosfatasa SHP-2, activándose la 

n'ctividad de fosfatasa y por lo tanto ind~éiendo eiimbios morfológicos en las células. Por otro ludo, 

In diversidad en la secuencia de umimiáCidos en. los sitios de fosforilación de tirosina de CagA, 

pueden proveer una de las más importantes variables en el resultado de la infección por H. pylori, 

por lo que deberá determinarse si las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con cáncer gástrico 

presentan una mayor fosforilación de tirosina en la proteína CagA, comparadas con cepas aisladas 

de gastritis crónica y úlcera péptica. Así como también, determinar si existe alguna relación con la 

diversidad de los motivos de fosforilación de tirosina en la proteína CngA. 
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Bleeding peptlc ulcers and presence of Helicobacter pylorl by 
varlous tests: a case-control study 
Gonzalo Castillo-Rojasª, M. Arturo Ballesterosb, Sergio Ponce de Leónª, 
Rosario Morales-Espinosaª, Alejandro Craviotoª and Yolanda López-Vidalª 

Background Vlrulence factors of Hellcobscter pylorl are 
assoclaled wllh peptlc ulcer dlsease and may be also 
assoclated wlth bleedlng peptlc ulcera (BPU). 

Alm To determine whether H. pylorl and/or the cytotoxln
assoclated gene (cagA) can lncrease the rlsk of bleedlng In 
peptlc ulcers. 

Patlents Slxty-seven patlenls were studled. Thlrty had 
BPU, 20 had non-bleedlng pepUc ulcers (NBPU), and 17 
were control subjects (NPU). 

Methods The prevalence of H. py/orl was assessed by the 
urease fast test. hlstologlcal examlnaUon, serology, and 
165 rlbosomsl RNA and cagA gene ampllflcatlon by 
polymerase chaln reactlon (PCR). 

Resu/ts Hlstology and PCR showed greater sensltlvlty for 
diagnosis of H. py/orl under bleedlng clrcumstances when 
comparad wlth other tests. Assoclatlon of H. pylorlwas 
greater In the NBPU group (odds ratio [OR] 4.91, P=0.06) 
than In the BPU group (OR 1.27, P= NS) when comparad 
wlth the control group. When the BPU and NBPU groups 
were comparad, H. pylori was found more often In the 
NBPU group (OR 0.26, P<0.10 ). The cagA-posltlve gene 
showed a slmllar dlstrtbutlon In the three groups. The tltres 
for antl~CagA lmmunoglobulln A (lgA) antlbodles were 
hlgher In NBPU pallents (83%) thon In BPU or control 

lntroductlon 
Toda y, as wcll as bcfore thc use of anti-secrctory drugs, 
15-20% of peptic ulcer patients develop bleeding and/ 
or pcrforation or oLstruction ( 1 J. lldicobacter pylon' is 
associated with pcptic ulccr discase (PlJD) and chronic 
gastritis. Erndication of JI. pylori not only reduces 
recurrcncc of PUD, but also reduces thc risk of Llccd
ing in paticnts wichout othcr risk factors (2,3). A lowcr 
prcvalcncc of //. py/ori has bccn reportcd, unexpcct
cdly, in patiems wilh blecding pcpcic ulccrs (BPU) 
comparcd with pc:ptic ulccr paticnts without any com
plicalions. Howcvcr, thcsc rc:sults are conuavcrsial, 
sincc urcase tests far detcrmination of 11. pylori havc 
bccn qucstioned in the prescncc of blood rcsiducs. 
Ureasc tests havc bccn used in most studics so far to 
determine /l. py/ori under thcsc circumstances and, 
hcncc, may undercstimatc its actual prcsence. Therc~ 
forc, underestimation of H. py/on· has bccn uscd to 
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patlents. Furthermore, antl-urease lmmunoglobulln G (lgG) 
was detectad more frequently among BPU and NBPU 
patlents. 

Conc/us/ons NBPU patlents had the hlghest prevalence of 
H. py/orl by PCR. lt seems unllkely lhat ellher H. py/orl or 
the cagA-posltlve gene actas slgntflcant rlsk factora for 
bleedlng In peptlc ulcers. The lower prevalence of the 
mlcroorganlsm among patlents who bleed cannot be 
explalned as an artificial flndlng. Eur J Gastroenterol 
Hepetol 14:1113-1118 C> 2002 LlpplncottWllll•ms & 

Wllklns 
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explain the lowcr prevalcncc of //. pylori in BPU 
paticnts {4]. Even more confusing has becn thc inclu· 
sion of paticms taking non-steroidal anti-inflammatory 
drugs (NSAIDs), a wcll-rccognizcd risk factor for 
blceding in patients with PUD (5,6]. 

JI. pylon' has becn classificd into groups 1 and 11 
according to its genocypic and phcnotypic characteristics 
(7]. íloth groups produce urcase, adhcsins and heat· 
shock protcins, among othcr components. Type 1 strains 
cxprcss vacuolating cycotoxin (VacA) and/or che cyco
toxin-associatcd protcin (CagA), which have hccn rccog
nizcd as virulencc markcrs in scvcral studies. Thcsc: 
studies havc dctectcd antibodics against such protcins 
in almost 100% of patients suffcring from PUD but in 
only 60% of those diagnoscd with gastritis lBJ. 

The purpose of the present study was cwo-fold. First, 
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thc aim was to determine thc contribution of this 
microorganism in the bleeding of peptic ulccrs by 
dctcrmining thc prcvalcnce of H. pylori in paticnts with 
non-blccding pcptic ulccrs (NBPU). in paticnts with 
rcccnt BPU, and in control subjects without a history of 
PUD. Scvcral tests wcrc used to determine thc pres
encc of H. pylori, such as thc ureasc fast rcsr, hisrn· 
logical cxamininion, scrolo1-,')' and DNA ampl ification 
by polymcrasc chain rcaction (PCR) [9, JO). Thc sccond 
objectivc of tite srudy was to determine the prcvalencc 
of thc cytotoxin-associarcd gene (cagA) in 11. py/ori 
srrains associatcd wirh pepric ulcers (blccding or not 
blccding). 

Materlals and methods 
Study subjects 
Paticnts with gasuic or duodenal ulcers with ongoing or 
reccnt (< 24 h) blccding (BPU) werc recruited in a 
cross-sectional, prospcctive, observer-blindcd study be
twccn Novcmbcr 1995 and August 1997. Two groups 
wcrc included simultaneously in thc study ns controls: 
patients with NBPU and those in whom an endoscopy 
was pcrformcd bccausc of non-ulccr dyspepsia and/or 
gastro-ocsoph3gcal rcflux (NPU). Thcsc suhjccts were 
stratified according to age, smoking, gendcr and spora
dic ingcstion of NSAIDs. Paticnts wcrc excludcd if 
thcy wcrc prcgnant, wcrc regular uscrs of NSAIDs, 
wcrc sporadic users of NSAIDs whhin thc pre\•ious 
2 wccks, wcre carricrs of a chronic livcr diseasc, had a 
history of blceding portal hypcncnsion, or were unablc 
to m3kc their own dccisions. Paticnts were also cx
cludcd if they had reccivcd any kind of gasuic anti
secretory drug within thc prcvious 2 weeks. Ali patients 
gave wriucn informcd conscnt to panicipate in thc 
study. 

Endoscopy •nd aampllng 
Uppcr-gastrointestinal tract panendoscopy was per
formcd in ali subjccts. Patients with blccding ulccrs 
wcre studicd within the first 24 h after admission; those 
with sc\•ere blood loss werc stabilized, and samplcs 
werc taken up to 48 h afccr the blccdin~ had becn 
controllcd. At lcast scven biopsics werc cakcn from the 
gastric mucosa in cach patient: four from thc anuum 
and tltrce from che corpus. Onc biopsy specimen of 
each rcgion was tcstcd by urease fast test (l-lp FAST 
GL Supply, Camp Hill, Pcnnsylvania, USA). Thc 
remaining spccimcns wcrc used for histological analysis 
and PCR amplification. Endoscopic findings wcre clas
sificd according to thc crheria of Forrest ti al. (11], sizc 
of rhc uker and locarion. Aftcr cach study, endoscopes 
and biopsy forccps werc cleaned thoroughly with 
detcrgcnt, disinfccted by submcrsion in 2% glutaraldc
hydc for 20 min, and then rinscd with stcrile solution. 

Hlstology 
Gasuic biopsy spccimens from the corpus and amrum 

wcre embcdded in paraffin and stained with hacma
toxylin and cosin to mcasurc thc scverity of gastritis 
according to the Sydncy system. Gicmsa stain was uscd 
to dctcct H. pylori [12,13]. Two pathologists dctcctcd 
the prcsencc of H. pylori. 

DNA extractlon and primera 
Chromosomal DNA was extrncred from e3ch of the 
gasuic biopsics (14]. Detection of H. pylori was carried 
out using a semi-ncsrcd PCR dcscribed by Shcng-Ang 
et al. (15]. For the detection of thc cagA gene, two pairs 
of primcrs wcrc used: one as dcscribcd by Lagc ti al. 
[16) and the othcr as describcd by Tummuru rtal. [17). 

Detectlon ol H. py/orl lrom gHtrlc blopales by PCR 
PCn was performed as dcscribcd previously by Sheng
Ang rt al. 115], Lagc rt al. [16] and Tummuru rt al. [17). 
Thc PCR-amplificd products werc cxamined by clec
trophorcsis on 2% agarosc gcls and staincd with ethi
dium bromide. 

Detectlon of the cagA gene 
For che dctection and confirmntion of thc cagA gene, 
thc PCR products from gastric samples werc hybridized 
with the CAG4-Di~. 

Seroprevalence of H. pylorl 
Immunoglobulin G (lgG) ancibodics ag3inst whole-ccll 
amigens, lgG and immunoglohulin A (lgA) antibodics 
against CagA, and urcasc recombinanc proteins werc 
mcasurcd by an cnzyme-linkcd immunosorbcnt assay. 
Thesc 3ss3ys wcrc madc as describcd prcviously 
[18,19). 

SbotlsUcal mathods 
For dcscriptivc purposcs, data wcre analyscd using 
rclative frcquencics, arithmetic meaos (standard devia
tion; SD) and median (range) calculations, as deemcd 
appropriate. Scrum antihody lcvels wcrc analysed as 
dichotomous (positive/ncg3tivc) variables aftcr dcfining 
thc cm-off points. Simulcancous comparisons across thc 
three groups were nrndc wirh onc-way analysis of vari· 
anee for dimcnsion3J variables and chi-squarcd analysis 
for categorical vari3blcs. Rcgarding the associarion bc
twcen H. pylori and the prcscncc of blccding, thc odds 
rntio (OR) and its 95% confidcnce intcrval (CI) using 
thc cxact mcthod (20] wcrc C3lcularcd. Paticnts in the 
DPU group wcrc takcn as 1c3scs' and comparcd with 
thc NPU and NBPU groups, bcing thc 'controls•. For 
comparison of the NllPU group with the NPU group, 
rhc former wcrc regardcd as thc 'cases' and thc latter as 
the 'controls' [21]. Non-conditional logistic regression 
models wcre built to adjust for potcntial confoundcrs, 
such as agc, gcndcr, sporadic NSAID intakc, smoking 
and prescncc of thc cagA gene IZO]. Observcr variabiliry 
was mcasurcd as describcd by Kramer and Feinstcin 
(ZZ]. Statistical significancc was estimatcd u.sing Fish-
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cr's cxact test, Dctcction consistcncy of H. py/ori 
bctwccn thc smmach anuum and corpus was tcstcd 
using thc McNcmar's paircd chi-squarcd analysis. The 
alpha level was set at O.OS. All the analyses · were 
performed using Stata Package V6.0 (Stata Corporation, 
1999; Stata staristical soítware, Release 6.0. College 
Station, Texas, USA). 

Resulta 
Sludy populaUon 
The demographic characteristics of the groups are 
shown in Table l. Sixty-seven patients wcre included 
in the study (30 BPU, ZO NBPU, 17 NPU). There wcrc 
no significant diffcrences according to gendcr, smoking 
stams or previous exposure to NSAIDs (P = 0.6), and 
the most frequent medications being taken were aspirin 
(2SO-SOO mg), ibuprofcn (400 mg), diclofenac (7S mg) 
and naproxen (27S-7SO mg). None of the subjects 
admiued to any NSAID ingestion in the 2 wccks be
fare the study. 

Endoseoplc llndlngs 
In thc DPU group, ten (33%) patients had gastric ulcers 
only, 16 (53%) patients had duodenal ulcers, and multi
ple ulccrs (i.e. gasuic and duodenal ulcers) were oh· 
servcd in tite remaining four (14%) cases. For the 
NBPU group, the locacion distribution was ninc (45%) 
stomach, ninc (45%) duodenal, and two (10%) muhiple 
ulccrs. Although tite size of tite cohort w11s limitcd, 
therc did not appear to be an association bet\\'een ulcer 
location (duodenal/gastric) and rite prcsence of H. 
pylori. Forrest's classificarion of blceding acrivicy in rhc 
UPU paticnts was as follows: In (2 cases), lb (2 cases), 
lla (S cases), llb (8 cases), lle (7 cases) and 111 (6 
cases). In thesc patients, the average haemoglobin level 
at admission was 9.7 g/dl (rangc 6.0-16), and 25 of 
them (83%) required hlood uansfusion. Tite a\'erage 
number of blood units required for stabiliznrion was 
2.1 units (range 0-8). 

Bleedlng peptlc ulcer• •nd H. pylorl lnfectJon Caslillo·Rojaa et al. 1115 

Detectlon ol H. pylorl by ureaoe last test and hlslology 
Thc analysis of the urcasc fase cese for the three groups 
showed a prevalence of 37%, 60% and 6S% far BPU, 
NBPU and NPU, respectively. Thcre was no statiscical 
significancc (P=0.11) wlten comparing thc thrcc 
groups as a wholc. The results of histology showed that 
concordance becwecn obscrvcrs for the presence of H. 
pylori was acceptu.ble (78% global agreemcm, kappa 
O.SI, P <O.OS). Frequency of detccrion for 11. pylori 
varied from 67% to 85% among groups and, again, no 
signíficant difference was found (Table 1 ). 

Detectlon ol the t&S rRNA gene by PCR 
Frequcncy of H. pylori in tite tocal group was 74.6% 
by PCR J6S rRNA, wi1h a higher prevalencc being 
faund in rhc NBPU group (90%) and a lowcr preva
lencc in the BPU (70%) and NPU (6S%) groups 
(Table 1). A significant diffcrence was found 
(P <O.OS) when comparing the NPU and NBPU 
groups, bue thcre was no significam difference when 
thc BPU group was compared with the NPU group. 
The disrriburion of 11. pylori by PCR /6S rRNA across 
the gastric antrum and/or body showed no significant 
differcnce, despirc 12/67 cases being discordant 
(McNemar's x' = 1.3, I' = 0.25). 

Detectlon of lhe ca¡¡A gene by PCR hybrldlzation 
Prevalence of che cagA gene for PCR hybridization wos 
92% in the threc groups. \Vhen analysed separately, 
this showed a variation in prevalcnce becween 90.5% 
and 94.4% 1 without any statistical significance, 

Assoclatlon of H. pylorl wlth bleedlng peptlc ulcers 
Figure 1 dcpicts thc association bctwcen thc prescnce 
oí H. pylori, as judgcd by rhe dcrcction of rhc 16S 
rRNA by PCR tissue, with thc different groups. As 
shown previously, JI. pylori correlated strongly wich 
NBPU. Rclative risk, whcn comparcd with comrols, 
wus 4.91 (95% CI 0.68 ro SS.SI, x' = 3.47, P= 0.06). 
However, rherc was no association when the BPU 
group was compared with che control group (NPU) (OR 

Table 1 Oemographlc characterlatJca of lhe three groups studled end prevelence of 
Hellcobacter pylorl ualng dlfferent melhods of detection 

Chara<: teristics ol patients NPU(n• 17) NBPU(n ... 20) BPU (n - 30) p""~ 

Mean sge (years) (±SO) 49.'1(14.3) &8.&(16.1) 60.& (14.4) o.o&• 
Gender (M/F) 6112 1317 20/10 NS 
Smoker (n) (%) 6 (29) g (46) 18(60) NS 
NSAIO(n)(%) 3(19) 4 (20) 8(27) NS 
No. (%) poaitive for H. pylori aa determined by 

Hilltology 12 (70) 17 (86) 20(87) 
PCR·f6S1RNA•• '' (65) 18 ('10) 21 (?O) 
lgG.WCA"" 817 (B!S.71 11112('11.8) 14116(67.76) 

SPU, bleeding peptic ulcer¡ NBPU, non-bleeding peptic i.ket; NPU, non·peptio ulcer, NSAID, nonateroidal 
antHnl\ammatory drug; PCR, pofymerue chsln JN.ctlon. 
• Analyaill of variance IANOVA) leal •• Amphfteation of 185 ribolOn\al RNA gene by PCR. 
'''lmmunoglobulin G (lgG) ~ln•t whole-cell antlgena (d~ttfmlned by eruyrne-linked lmmu~ 
aaaay). 
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fft.1 T'°'9 :1 lmmunoglobulln Q (lgQ) •nd lmmunoglobulln A ClgA) 
entJbodl•• egaln•l the recomblnmnt proteln• C.gA 1nd ureHe of 

Log Scale Hel/cob11cter pylorl by enzyme·llnked lmmunosorbent .... V 

100..-----------------, 
1 o _ ...... _ ····-·······------··-·· .. ·-·-··-····-·--·· .. ·············· .. ··· 

4.91 L •• 
1 0.26 

o. 1 ................ ·-···-········-·······--······ .. ·············-······· ··············· 

0.01~---------------~ 

NBPU v. NPU BPU v. NPU BPU v. NBPU 

Study groupa 

Asaoclatlon of Heficobacter pylori with bleeding peptic ulcere. The 
preaence of H. pylori waa determinad In gas trie blopay aamplea by 
pofymeraae chain reaction (PCRJ t 6S rRNA in palionle with non· 
ble9ding p9ptic ulcera (NBPU), bleeding peplic ulcera (BPU) and 
controla (NPU). 

1.Z7, 95% CI 0.29 to 5.30, X' = 0.14, /' > 0.4), Funher
more, 'whcn the nru group was compared with the 
NBPU gruup, the association turncd 'protecch·c' (OR 
O.Z6, 95% CI 0.02 to 1.53, x' = 2.79, /' < 0.10), meaning 
that the greater the pre\•alence of H. p_ylori, the Jess 
likely the ulcer was to hleed. 

AssoclaUon of H. pylorl or cagA gene wlth bleedlng and 
non·bleedlng peptlc ulcor by multlple loglstlc regresslon 
analysls 
Multivariatc adjustmcnt for agc, spora.dic NSAID in
takc, smoking and gcndcr pcnnitted a better estimation 
of the association l>ctwcen NDPU and JI. py/ori, from a 
crude (non-adjusted) OR oí 5.54 (95% CI 0.98 to 31.25, 
/' = 0.05) toan adjusted value oí 19.54 (95% CI 1.11 ro 
343.97, P = 0.0·0. Cflgt1 gene testing replaccd the ex
planatory role of //. py/ori and bccamc the most 
important prcc..lictor of NBPU. Thc association of BPU 
and H. pylon" rcmained at a non-significant lcvcl dcspitc 
adjustments for thc samc variables. Thc only variahlc 
that showed uny signilicant ussociation with BPU was 
age (OR 1.05, 95% CI 1.01 to 1.1 l./'= 0.03). 

AnUbodlH delection NPU (n - 7) NBPU (n .... 12) BPU(n ... 17) 

lgA·C.gA (n) (%) 4 (57.1) 10(83.3) 8 (47) 
lgG·C.gA (ni (%1 '5 (71.4) g (7'5) 12 (70.61 
lgA·ureaae(n) (%) 3 (42.B) 8(66.6) 13 (76.4) 
lgG·ureaae (n) (%) 1 (14.3) 6 (50) 11 (64.7) 

BPU, bleeding peptic ulcor; NBPU, non·bloeding peptio utcer; NPU, non·peptic 
uk:er. 

group (/' = 0.07). The analysis oí lgA antibodies for 
urcasc and lgG antibodies for CagA is also shown in 
Table 2, where thc frequencies among thc threc groups 
are rcasonably similar. 

Dlscusslon 
As has been shown consistcntly, H. pylori is an impor
tant pathogenic agcnt for pcptic ulcers. \Vhen H. pylori 
is eradicated, PUD rccurrence is dccrcascd grcatly. 
~1ore than 90% of duodenal ulccrs are associatcd with 
H. py/ori infection {23). Blccding is the most comrnon 
complication of pcptic ulcers and is thc lcading cause 
of hospitalization. Thc monality ratc from bleeding 
ulccrs has remained largcly unchanged, avcraging bc
twcen 6% and JO% during thc last 30 ycars [24), evcn 
when therapeutic endoscopies have improved othcr 
evaluation paramctcrs, such as transfusion and the necd 
for surgery [25). 

Prevalcnce of H. pylon" has bcen claimcd to be Jowcr in 
bleeding peptic ulccrs than in non-blccding peptic 
ulcers. However, it appears that 11. pylori eradication 
virtually prevcnts rc-bleeding of peptic ulccrs in most 
cases whcn the blceding index has becn controllcd 
endo•copically [26), alrhough the role oí H. pylori as an 
important conuihmor to tite risk of an ulcer blccding 
has not bccn dctcrmined dcfinitively. l..ower H. py/oti 
prevalcnce has bccn auributcd to undercstimation due 
to high false-ncgative rcsults of the rapid mease test in 
thc prcsence of blood (4). 

In this study, scroprevalcncc of JI. pylori was clase to 
90% in the population, as has heen rcported previously 
in devcloping countries (18,27J. Howevcr, a diffcrcntial 

Seroprevalence of lgA and lgG antJbodles distribution of acti\'C infection in thc groups (BPU, 
The prescncc uf lgG antibodies against thc wholc-ccll NBPU, controls) was obscrvcd. Although thc BPU and 
antigen of //. pylori was determincd in the scrum of 35 control groups showcd a high prcvalcncc of //. pylori 
participants. No significant differcnces wcre obscrvcd (65%). tite highcst prcvalence (90%) was found in thc 
among thc three groups (Table l ). Morcover, lgA NBPU group as confirrned by thc prcsence of thc PCR-
antibodies analysed for recombinant protcin CagA amplificd 16S rRNA gene. Resuhs showcd a similar 
showcd highcr frequencies in NBPU patients as com- trend when hacmatoxylin-cosin and Gicmsa stains 
pared with the BPU and NPU groups (Table 2), with a were uscd in thc histopachological analysis, dcspite a 
bordcrline statistical significance (P = 0.06). Also, lgG 10-15% lower scnsitivity than PCR testo;. The lowest 
antibodies analysed for urease displaycd a highcr posi- prevalcncc of JI. py/ori was in bleeding patients, which 
tive ratc in the BPU group compared with the control remaincd striking. 
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The urease test showcd poor scnsitivity, particularly in 
DPU potients, ofwhich only 37% wcrc positivo. Thls lock 
of sensitivity was consistcnt with prcvious studics (4,SJ. 

Severa! reports havc suggcsted that performing only 
one test for H. py/ori presence, even in non~bleeding 
circumstanccs, is of poor diagnostic valuc, and sorne 
authors ha\'c proposed the use of at least two positive 
tests for reliable dctection of active JI. pylori infection 
{Z8,29J. Ncvertheless, since PCH. of gastric biopsies has 
shown high sensitivity ami spccificity {15,16,30J, this 
test was used as the gold standard for this scudy. 

Thcse results are in linc with a previous repon by Lec 
~I al. (4), who found similar //. pylori prevalencc whcn 
using a comhination of histopathology ami culture 
tcchniqucs: 54.5% for BPU and 73% for NBPU. 
Furrhermore, f\falferthcincr ti al. (31] reponed reccntly 
that PUD appcars to ha\'c different clinical patterns 
depending on their association with 11. pylori, having a 
highcr likelihood to bleed in thosc paticnts without thc 
infection. In addition, 'Tagaris ti al. [6] found evidcncc 
suggesting that H. pylon' had a protectivc role in 
bleeding, when //. pylon' infection was correlated with 
scvere upper·gastrointcstinal hacmorrhagc. //, pylori 
was detccted by histolob'Y and/or Campylobacltr-Like 
organism test (CLOtest). The relativc risk according to 
thc prevalencc of H. pylori calculated by Tagaris ti al. 
was O.J l, and thc //, pylori-ncgativc patients had 
signiftcantl y more severe haemorrhage comparcd with 
the JI. pylori-positive patients. Similar resulu wcre 
obtaincd by Cullen ti al. [32). In a recem preliminary 
rcport, Shilling el al. (33) dcmonstrated that H. pylori is 
not related to stress ulcer bleeding. The role oí risk 
factors that may comribute to blceding ulccrs, such as 
agc and NSAIDs, has becn shown clcarly as determi
nants in the natural history of PUD. In a study 
pcrformc<l in England and Walcs, Wcil e/ al. [34] found 
that agc (;at 60 years) and NSAID intake are strong risk 
factors íor ulcer blcec.ling. In the present study, thc age 
of paticnts was an important risk factor for the dcvclop
ment of blceding pcptic ulcers, and the occasional use 
(sporadic) of an NSAID in sorne of the paticnts 
included hcrc may ha\'c played a kcy conuibuting role. 
Howevcr, the frequcncy of sporadic NSAID use in 
thesc patients was similar hetwcen the groups (18-
27%), without nny statisdcal significance, although no 
urine sun·eillance or platclct-aggrcgation studies werc 
pcrformed to completcly rule out surreptitious NSAID 
ingcstion. 

Our study, although small, had enough subjects to 

identify ns significam the association of H. pylori and its 
ragA gene wirh rhc NDPU group. No! so in thc cose of 
thc bleeúing patients. Given that thc upper limit oí 1he 
intervals for the H. pylori association goes from 5.2 
(crude) to 7.1 (adjusted), wc cannot exclude an associa-
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tion. Howevcr, thc magnitude of the estimated ORs 
would, at most, show from weak to moderare associa
tion, quite distinct from that relating H. pylori with 
pcptic ulcer, which usually goes beyond 13 far thc 
relativo risk [35,36]. Thus, our findings clcarly support 
that BPU is not rclated to H. pylori infection. 

Over the past fcw ycars, cagA gcnc~producing strains, as 
wcll as vacuolating cytoroxin, have been associated with 
pcptic ulcer, atrophic gastritis and gastric cancer, unlike 
other strains without these markcrs [37,38). The diffcr
cnce in thc deteccion rates of the cagA gene with the 
different sets of prirners bctween H. pylori strains 
isolated from Mexican patients suggested that allelic 
variation in the cagA gene may exist, as has been 
reponed previously (39]. 

Thc prevalencc of the cag1\ gene in 11. pylori-positive 
subjects was analyscd according to disease group in 
order to idcntiíy its possible contribution to pcptic 
ulcer complications. No difference was found betwcen 
BPU and NBPU patients in which the cagA gene was 
cxpresscd in 91% ami 94% of the cases, respcctively1 as 
seen in previous srndics [40], although the prc\•alence 
of JI. pylori cagA gcne-positil'e in NBPU remained 
significant when cornparcd with BPU. //. pylori cagA
posith·c rcsults wcre found prcdominantly in corpus 
biopsies, although Athcrton ti al. [41) showed no sig
nificant differcnces in the distrihution of H. pylori cagA 
in antrum or corpus biopsies of dyspcptic patients. 

Antil..lOdics against //. pylori were found with a higher 
prevalcncc of dtc lgA anti-CagA antigen in tite NBPU 
group. Tite data concerning antibmJy production 
against ureasc, rnainly thc lgG isotypc, showcd a djf. 
fcrential distribution, with a lowcr prcvalcnce in die 
NPU group anda hi~her prcvalence in the BPU group. 
lgG antibodics against ureasc could havc a potencial 
diagnoscic use in pepdc ulcer paticnts (bleeding or not 
hleeding), scparating thcm from other pathologics. 
Meanwhile, lgA antibodies against CagA could be uscd 
to differentiatc NBPlJ patients frorn NPU and BPU 
patients. 

In conclusion, this study rcports thc rclationship be
tween hlecding pcptic ulccrs and 11. pylori. The 
prescnce of JI. pylori was assessed by various tests, such 
as urc11se, hisrology, scrology and 16S ribo.roma/ RNA 
and cagA gene amplification by PCR. It was found tltat 
non~bleeding peptic ulcers werc most likcly to be H. 
py/ori pusitive, as rcvealc<l by PCR. H. pylori and cagA 
are unlikely to be significant risk factors for bleeding in 
peptic u leer di se ase, although a lar ge scudy to confirm 
these results should be performed. 
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