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RESUMEN

En este estudio, y por el uso de un método de PCR anidado y de
PCR multiplex, nosotros estimamos la prevalencia de Helicobacter
pyloriy de las variantes alélicas de vacA y del gene cagA en la saliva
de adultos Mexicanos (17-30 afos) con gastritis (n = 102). Los Niveles
séricos de IgG contra H. pylori en el grupo de adultos y en el grupo
control (n = 20) se midieron por el método inmunoenzimatico de
ImmunoCombll. El 74% (n = 76) de los pacientes adultos con gastritis
presentd anticuerpos contra H. pylori, dentro de los cuales la
prevalencia de H. pylori en la saliva fue del 78% (n = 60). La
prevalencia de los genotipos de vacAy cagA de H. pylori en la saliva
de los adultos fue del 45% (n =27); 10% para vacA m2 (n = 6), 8.3%
para vacA sl (n =5)y 6.6% para vacA s2/cagA, vacAs2 y vacA mi
(en cada caso, n = 4). Los resultados obtenidos mostraron que la
cavidad oral podria ser reservorio de H. pylori y un importante
mecanismo de transmision de individuo-individuo. Por otro lado los
genotipos vacA m2 y vacA s1 predominaron en la saliva de los
pacientes adultos.

Palabras clave: Helicobacter pylori, anticuerpos, genotipos.



INTRODUCCION

Descubrimiento y Descripcidn de Helicobacter pylori

La asociacién entre las espiroquetas y Ulceras pépticas en el
humano fue reportada por Doengues en 1939 [1]. Sin embargo, desde
el descubrimiento de Marshall y Warren (1983) de la presencia
constante de una bacteria espirilada, denominada inicialmente
Campylobacter pyloridis, en la mucosa gastrica de las Ulceras
gastricas y duodenales, los conceptos etiolégicos de la enfermedad
sufrieron una verdadera revolucion [2]. Las diferencias genéticas entre
este nuevo organismo y las especies que pertenecen al género
Campylobacter llevaron a la propuesta del género Helicobacter y el
organismo fue conocido como Helicobacter pylori [1]. Actualmente el
género Helicobacter alberga mas de 15 especies, la mayoria aisladas
a partir de mucosa gastrica de diferentes mamiferos [3]. H. pylori es
una bacteria Gramnegativa, microaerofilica, flagelada, espirilada, que
se encuentra en la mucosa gastrica y las criptas gastricas del
estdbmago humano [4].

Epidemiologia

H. pylori se considera el patdogeno responsable de la gastritis,
Ulceras pépticas y como un factor de riesgo de cancer gastrico [4]. La
infeccion por H. pylori es una de las mas comunes en el humano; a
pesar de numerosos estudios, la hipétesis de que la flora oral pueda

conservar permanentemente a H. pylori ain es controversial [5]. Esta



bacteria, es considerada como agente causal de la inmensa mayoria
de las ulceras por hechos tan relevantes como la asociacion
constante de la infeccion con la enfermedad ulcerosa, de forma que en
la ulcera duodenal el antro gastrico esta infectado en el 90 a 95% de
los casos y en la ulcera gastrica del 60 al 80%. Estas cifras superan
las tasas de infeccibn en la poblacion general de los paises
desarrollados [2]. En naciones desarrolladas existe una “disminucién
de la frecuencia” de la infeccion por H. pylori, y es probable que
también disminuya la incidencia de la enfermedad vinculada [6].

Se calcula que la mitad de la poblacidon del planeta esta
infectada. La infeccion se adquiere muy a menudo durante los
primeros meses de vida y comienzo de la nifiez [7], y ello ha originado

el llamado “fenédmeno de cohorte” [6].

Transmision

El organismo es transmitido de persona a persona, la
transmision de H. pylori usualmente puede ser por ingestion y se ha
reportado una asociacion entre el predominio de la infeccidn y la
fuente de donde se bebe el agua; sin embargo se cree que las rutas

fecal-oral y oral-oral son medios comunes de transmisién de H. pylori [1].

Oro-oral. La base de tal propuesta ha sido el hallazgo de
Helicobacter en placa dental, en saliva o bien la identificacién de su
genoma en saliva; también se apoya en las reacciones positivas de
ureasa en muestras de saliva [3]. Diversos estudios han sugerido que



la placa dental en la cavidad oral, puede actuar como una reserva
extragastrica para H. pylori[8].

Oro-gastrica. Esta posibilidad se apoya en la ocurrencia de
algunos brotes asociados con manejo y desinfeccién inadecuada de
gastroscopios. Tal posibilidad llevaria también a relacionarle con el
vémito, lo que en cierta medida podria explicar las altas tasas de
infeccidbn en nifos ya que estos vomitan mas frecuentemente que

adultos, ademas de que se llevan objetos a la boca.

Feco-oral. Esta via explica mas facilmente la marcada diferencia
en la prevalencia de H. pylori en paises en desarrollo comparada con
paises desarrollados, cuyo patrén guarda un cierto paralelismo con las
tasa de enfermedades diarreicas en esos mismos paises [3].

Morfologia del estbmago

El estbmago es un saco hueco y elastico con forma de J, siendo
la parte mas ancha del tubo digestivo. Su superficie externa es lisa,
mientras que la interna presenta numerosos pliegues que favorecen la
mezcla de los alimentos con los jugos digestivos. En este lugar las
sustancias alimenticias, permanecen almacenadas durante algun
tiempo antes de pasar al intestino en un estado de digestidon
avanzado. Las enzimas que se encuentran en el jugo gastrico son la
pepsina que en presencia de acido fragmentan las proteinas en
peptonas, la renina que coagula la leche y la lipasa que rompe las
grasas en acidos grasos y glicerol. Un tercer tipo de células producen



mucosidades, para proteger al estbmago de sus propias secreciones.
Cuando un trastorno psicosomatico o patolégico impide las
secreciones adecuada de mucosidad, la mucosa gastrica se erosiona

y se forma una ulcera [9].

Patologia del estbmago

La patologia digestiva asociada a Helicobacter pylori es la
gastritis cronica, ulcera péptica y linfomas. La gastritis crénica es una
inflamacion del revestimiento del estbmago que se presenta
gradualmente y que persiste durante un tiempo prolongado. La Ulcera
péptica es una perdida de sustancia en la mucosa de las regiones del
tracto digestivo expuestas a la accién del acido clorhidrico y la
pepsina, que se extiende hasta la submucosa o muscularis mucosa. El
linfoma del Tejido Linfoide asociado a las Mucosas se encuentra
englobado dentro de los linfomas de células B extranodal vy
encuadrado dentro de los linfomas de la zona marginal, siendo posible
el compromiso de los nodos linfaticos y de otros 6rganos durante su
evolucion [10].

Patogénesis y factores de virulencia

Con los avances de técnicas bioquimicas, ha surgido nueva
informacion sobre patogenia y factores de virulencia de H. pylori,
indicando que la infeccion por H. pylori requiere de complejas
interacciones tanto de la bacteria como del huésped [11]. La busqueda
de los factores causantes de ulceracién se han intensificado en los



Ultimos anos, senalandose entre ellos a la ureasa bacteriana,

adhesinas, hemaglutininas y la producciéon de una toxina vacuolizante [3].

La colonizacién por H. pylori, origina liberacion de interleucina-8
y otros mediadores de inflamacién por parte del epitelio estomacal. Lo
cual, junto con al respuesta inmunitaria local, culmina en la produccion
de una cascada de citocinas que a su vez afecta otras células y otras
funciones. Es posible que factores propios del huésped, como
tabaquismo y mecanismos genéticos; factores propios de H. pylori
como los productos genéticos cag-A y otros mas; y factores
ambientales como exposicidn a antioxidantes, cloruro de sodio y
nitratos en la dieta, contribuyan a la transformacién de H. pylori en un
patbgeno que causa enfermedad clinicamente manifiesta [6].
Actualmente es conocido que la infeccion por H. pylori origina
alteraciones en los diversos mecanismos que regulan la secrecion de

acido y pepsina [2].

Ureasa. El jugo gastrico normal posee un pH<4, el cual le
confiere un caracter bactericida y por lo tanto, la colonizacién de la
mucosa gastrica por H. pylori, implica la capacidad de sobrevivir en
este ambiente acido. La adaptacién al pH gastrico reside en la
produccion de ureasa. La ureasa mediante una variedad de
mecanismos es responsable parcialmente del reclutamiento inicial de
monocitos y neutrdfilos, de una mayor activacién y estimulacion del
sistema inmune, asi como de la produccidon de una lesién inflamatoria
local asociada con la licuefaccion del moco gastrico, lo cual
indirectamente expone la mucosa a la acciéon del pH acido del



estbmago. La ureasa representa alrededor de un 5 % del total de
proteinas celulares de H. pylori, se localiza en el citosol de la bacteria
y en su superficie, posee un peso molecular de 600 kDa [3].

Factor de adherencia. Los procesos de adhesion de H. pylori,
pueden estimular la formacién y desarrollo (atacando y destruyendo)
de lesiones gastricas [12]. La adherencia ocurre mediante la
interaccidn entre las adhesinas bacterianas y los receptores del
hospedero que estan representados por algunas proteinas de la matriz
extracelular. Estas lesiones se caracterizan por la pérdida de las
microvellosidades del epitelio gastrico en el sitio de adhesion. En
lesiones duodenales, la colonizacion inicial se realiza en focos de
metaplasma gastrica y nunca en epitelio intestinal, lo cual denota un
alto grado de adaptacion al nicho gastrico. La adhesién a la mucosa
gastrica hace que la toxina se libere justo en el epitelio blanco. Los
multiples flagelos y la morfologia espiral de H. pylori enfatizan la
importancia del movimiento dirigido, el cual estd determinado por la

deteccion de quimiotaxinas especificas del hospedero [3].

Hemaglutininas. H. pylori es capaz de aglutinar eritrocitos debido
a su interaccion con glucosaminas de grupos sanguineos, algunos de
los cuales también se expresan en células epiteliales, lo que
indirectamente indica una funcion adherente. La distribucidn de
determinantes en grupos sanguineos, abre la posibilidad de que la
baja afinidad de union a antigenos de grupos sanguineos, con la
mucosa gastrica sea un factor importante en la distribucion topografica

de la colonizacién de la mucosa [3].



Papel de vac-A y cag-A. Dentro de las moléculas que son
activamente circulantes transportadas para los tejidos, de las mas
importantes es la toxina vacuolizante (vac-A), la cual es la mayor
toxina secretada por H. pylori. La citotoxina activa es asociada
epidemioldégicamente con dafos en tejidos y Ulceras pépticas [12].
Esta toxina induce la formacién de vacuolas en las células afectadas.
La busqueda de una respuesta para la incongruencia entre la
citotoxicidad y la presencia del gen vac-A, llevo el hallazgo del gen
cag-A, cuya presencia se relaciona con la expresion del gen vac-Ay
por lo tanto con la toxigenicidad. Esta presente solo en cepas aisladas
de pacientes sintomaticos. En paises desarrollados el 60% de las
cepas son cag-A; pero en los paises en vias de desarrollo la
proporcion de cag-A es mayor. Las cepas al ser mas virulentas estan
asociadas con ulceracion duodenal, gastritis atréfica, adenocarcinoma
y recientemente se ha demostrado que producen una profunda
inflamacion con una densidad bacteriana en el antro gastrico de
alrededor de 5 veces la inducida por cepas cag-A. La identificacion de
estos genes permite hallar las cepas con mayor virulencia y por tanto

asociadas con cuadros clinicos mas severos [3].

Asociacion entre la infeccién de H. pyloriy enfermedades géastricas

La presencia de H. pylori es asociada siempre con la gastritis
cronica activa [4]; afecta difusamente al antro y, en algunos casos, a
todo el estbmago. Las propiedades bioldgicas del género Helicobacter,
especialmente su capacidad de producir ureasa, le permiten adaptarse
al ambiente acido del estbmago en el que ninguna otra especie logra



permanecer. De ésta forma induce inflamacién sin invasion ya que se
implanta en la capa de moco y alli persiste durante toda la vida sin
causar sintomas en la mayoria de los casos. La identificacion
histologica y topografica correcta de los tipos de gastritis cronica y su
clasificacion se basa en la toma de biopsias multiples mediante vision

endoscépica [2].

Gastritis. La lesibn de la gastritis por H. pylori consiste
basicamente en destruccion del epitelio columnar y la presencia de
una franja de infiltrado de células que afecta la mucosa mas profunda,
se acompana de nddulos y linfoides [2].

Desarrollo de cancer gastrico y H. pylori. ElI cancer gastrico
ocupa el segundo lugar entre las neoplasias gastricas de diagndstico
mas frecuente a nivel mundial y desafortunadamente en paises en
vias de desarrollo el diagnéstico de se realiza en estadios avanzados,
lo que se asocia con una alta tasa de mortalidad [3].

Enfermedad de ulcera péptica. Una uUlcera es una pérdida de
sustancia en cualquier de las superficies del cuerpo humano. Se hace
referencia a Ulcera péptica cuando esa pérdida de sustancia ocurre en
aquellas partes del tracto digestivo expuestas a la accion del acido y
de la pepsina secretados por el estbmago. H. pylori se encuentra
asociada a la mayoria de las ulceras, en el caso de la ulcera duodenal
se asocia con una gastritis difusa astral no atréfica causada por H.
pylori. En la Ulcera gastrica se observa en la mayoria de los casos una



asociaciéon con gastritis multifocal de caracter atréfico que afecta el
antro y cuerpo relacionada también con la infeccidén por H. pylori [6].

Pruebas de diagnostico

Las pruebas que permiten el diagnostico pueden dividirse en dos
grupos: los métodos no invasivos (0 no endoscopicos) y métodos

invasivos (o0 endoscdpicos).

Métodos no invasivos. No requieren biopsias, incluyen la prueba
de deteccién de urea marcada con C"™ o C' en el aire espirado
(prueba de aliento) y las pruebas seroldgicas (cuantitativas vy
cualitativas) [13]. Sin embargo recientemente se ha disefiado una
prueba para la deteccion de antigenos de Helicobacter en heces del
paciente, cuya correlacion es excelente con respecto al hallazgo de la
bacteria en la biopsia. Los métodos seroldgicos permiten la evolucién

del nivel de anticuerpos en sangre total, en saliva y en orina.

La deteccion de carbono marcado con un isétopo, se basa en
suministrar al paciente una dosis de urea marcada con un isétopo, C'
o C', si el paciente esta infectado la bacteria hidroliza la urea en el
estdmago liberando CO:2 con el is6topo que es detectado en el aliento
del paciente [3].

Métodos invasivos. Requieren el andlisis de biopsias gastricas,
ya sea para la busqueda microscépica de la bacteria ya fuese en
cortes histolégicos o en improntas de estas [3], la prueba de la ureasa,



la coloracién con Gram, el cultivo y estudio de las biopsias, son
incluidos en estos métodos [13].

Histologia. La evaluacién histolégica ha sido tradicionalmente el
método de diagnostico mejor o estandar, para la infeccién de H. pylori.
La desventaja de ésta técnica es la necesidad de realizar una
endoscopia para obtener tejido de la mucosa gastrica [11]. Es una
prueba que tiene la ventaja de informar sobre los cambios en la
mucosa. Su sensibilidad es alta, pero su especificidad es algo baja
(70%), probablemente debido a la distribucion irregular de H. pylori[13].

Deteccion microscépica de la bacteria. La forma curvada
caracteristica de Helicobacter hace que su observacién en un frotis
pueda utilizarse como diagndstico presuntivo. Esta observacion puede
realizarse en improntas de la biopsia o en cortes histolégicos, en

ambos casos con tinciones como Gram, hematoxicilina-eosina, etc. [3].

Respiracion urea. Muestras obtenidas por endoscopia son
puestas en un medio que contiene urea, si la ureasa esta presente la
urea podria romper el didxido de carbono en amonio, resultando un
incremento en el pH de el medio y subsecuentemente cambiando el
color, en el determinado indicador. Esta prueba ha dado resultados no
confiables [11].

Pruebas seroldgicas. El fundamento de las pruebas seroldgicas
estd dado por la respuesta inmune, tanto local como sistematica que

produce la infeccidn por H. pylori, fundamentalmente de anticuerpos



lgG e IgA. Los anticuerpos IgG constituyen la respuesta inmune
humoral frente a la infeccidn a nivel sistematico, mientras que las
inmunoglobulinas de la clase IgA constituyen los anticuerpos en la
respuesta a nivel local [13].

PCR. La reaccién en cadena de la polimerasa, es una técnica
cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento
de ADN particular, es altamente sensitiva y especifica [14]. Los
métodos de PCR han permitido la identificacion del genoma de la
bacteria en saliva, placa dental y heces, aparte de los tejidos gastricos,
por lo que estas pruebas bien podrian considerarse tanto métodos

diagndsticos no invasivos o invasivos, segun la muestra empleada [3].

Tratamiento

La determinacidén de una tratamiento 6ptimo para la infeccién de
H. pylori es dificil, porque el organismo vive en un medio ambiente no
muy accesible para muchos medicamentos [11]. Si bien se han
aceptado ampliamente los regimenes antimicrobianos como
tratamiento de H. pylori y como métodos normativos, se han hecho
investigaciones importantes en la creacion de una vacuna terapéutica
que evite la infeccidn inicial y también cure a sujetos contagiados de la
infeccion por H. pylori [6]. Debido a que también la cavidad oral es un
lugar en el que se conserva H. pylori, es necesario erradicar la
bacteria para prevenir la transmisién o recolonizacion en los érganos

gastricos [4].



Desde que H. pylori es considerada como un patbégeno
responsable de gastritis y otras enfermedades relacionadas, han sido
innumerables las investigaciones realizadas acerca de ésta bacteria.
Dentro de estas investigaciones, la deteccidon de H. pylori en saliva de
pacientes con gastritis cronica, ha demostrado tener una mayor
eficacia utilizando el método de PCR. Por lo anterior, el propdsito de
éste trabajo es la deteccion de H. pylori en saliva de pacientes con

gastritis cronica mediante PCR.



ANTECEDENTES

-Leen-dan van Doorn. En el 2001 realizé un estudio en el que
detectd los genes de virulencia cag-A, vac-A, ice-A, bab-A 'y oip-A
de H. pylori[15].

-Liviu A. y Col. en el 2003, detectaron los genes de virulencia vac-A
y cag-A de Helicobacter pylori por PCR, en 47 nifios de entre 1y 5
anos [16]

-Makoto Umeda, et al, en el 2003, realizaron un estudio de la
Prevalencia de H. pylori en la cavidad oral de 57 pacientes con
periodontitis utilizando PCR [4].

-Q. Song, et al, en el 2000 elaboraron un estudio de las
caracteristicas y modelo de distribucién de H. pylori en placa dental
y saliva de 42 pacientes, detectandolo por medio de PCR anidado

[5].

-S Kignel, F et al, en el 2005, realizaron un estudio acerca de la
Prevalencia de H. Pylori en placa dental y saliva de 49 pacientes
con sintomas dispépticos [1].

-Santanu Chattopadhyay, et al, en el 2004, detectaron cag-A 'y vac-
A de Helicobacter pylori en muestras de biopsias de 90 pacientes
por PCR Multiplex [17].

-Shahjahan Kabir, en el 2004 elabor6 un estudio en el que detecto
H. pylori en heces y saliva por medio de PCR [14].



-Smith S |, et al, en el 2004, realizaron la comparacion de tres
métodos de PCR para detectar H. pylori, asi como la deteccién
cag-Ay vac-A en muestras de biopsias gastricas [18].



OBJETIVO GENERAL

Estimar la prevalencia de Helicobacter pylori en un grupo de
individuos de la FES Iztacala que padecen gastritis crdnica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Detectar los niveles séricos de IgG contra H. pylori en los
pacientes con gastritis cronica.

Identificar H. pylori en muestras de saliva de pacientes
seropositivos mediante PCR anidado.

Detectar las variantes alélicas del gen vacAy el gen cagA de
H. pylori en la saliva de los pacientes por medio de PCR

multiplex.

Incorporar a las pruebas de diagndstico clinico, que ofrece el
Laboratorio de la CUSI a la poblacion abierta, la deteccién de
los niveles séricos de IgG contra H. pyloriy la identificacidon de
la bacteria mediante PCR.



METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO

Seleccion de los pacientes y toma de los productos.

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron, en la Clinica
Universitaria de la Salud Integral de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala (FESI), de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), 102 pacientes con gastritis crénica y un grupo control
de 20 pacientes asintomaticos. Los pacientes incluidos en este trabajo
manifestaron nunca haber sido sometidos a estudios endoscopicos y/o
de toma de biopsias, y no haber recibido tratamiento con antibidticos o
algun medicamento que nos pudiera interferir con los métodos de
deteccion de H. pylori, en un tiempo minimo de 3 meses. Para la
obtencion del suero a cada paciente en estado de ayuno se le extrajo
una muestra de sangre de 3 ml por el método de puncidon sanguinea

en el Laboratorio Clinico.

La saliva de cada paciente fue colectada en tubos estériles
después de haber sido estimulada mascando por un minuto un gramo
de paraffin. Las muestras fueron guardadas a -20°C para su posterior

utilizacion.



Extraccién de DNA de H. pylori para PCR.

El DNA de cada muestra de saliva fue extraida por el método
descrito por Alam y cols. [19]. Las muestras de 1 ml de saliva fueron
centrifugadas a 10 000 x g. por 1 minuto a 4 °C, y el sobrenadante fue
descartado. Los pellets fueron lavados con PBS (pH 7.0) y fueron
resuspendidos en agua estéril. Los tubos con las suspensiones
celulares fueron inmersos en agua hirviendo por 10 minutos e
inmediatamente transferidos a hielo. Al término los tubos fueron
centrifugados a 10 000 x g. por 1 minuto a 4 °C, el sobrenadante fue

transferido a otro tubo y guardado a -20 °C hasta su uso.

Deteccion de 1gG contra Helicobacter pylori.

La deteccidn sérica de IgG contra H. pylori fue realizada
mediante el kit inmunoenzimatico de ImmunoCombll Helicobacter
pylorilgG (ORGENICS, cédigo 60425002).

Deteccidon de H. pylori por PCR anidado.

La deteccién de H. pylori por PCR anidado fue realizado por el método
previamente descrito [20]. Para la primera ronda de deteccion de H.
pylori se utilizaron los primers EHC-U (5°-
CCCTCACGCCATCAGTCCCAAAAA-3’) y EHC-L (5-

AAGAAGTCAAAAACGCCCCAAAAC-3") homblogos a un fragmento de



860-pb del DNA gendmico de H. pylori (80076-8492 pb), en donde el
tamano de los amplicones obtenidos fueron de 417 pb. EIl volumen final
para la mezcla de reaccién fue de 25 pl; 1ul de cada primer EHC-U (25
pmol) y EHC-L (25 pmol) (los primers fueron de Sigma-Genosys), 2.5 ul
de solucién buffer para PCR 10x, 10.5 pl de H,O libre de nucleasa, 10 pl
de DNA de templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase

y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads).

La amplificacion del DNA fue realizado en un Termociclador
modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 minutos; seguida de 40 ciclos de 94°C por 45
segundos, 59°C por 45 segundos y 72°C por 30 segundos. Finalmente

una extensioén final a 752C durante 10 minutos.

Para la segunda ronda de amplificacion y basados en la
secuencia del fragmento de 860-pb del DNA gendmico de H. pylori, se
utilizaron los primers ET-5U (5-GGCAAATCATAAGTCCGCAGAA-3")
y ET-5L (5"-TGAGACTTTCCTAGAAGCGGTGTT-3") complementarios
a un fragmento interno de los amplicones obtenidos con EHC-U y
EHC-L, en donde el tamafo de los amplicones esperados fueron de

230pb (80198-80427 pb) [21].



La amplificacién de la segunda ronda fue similar a la primera,
excepto que 0.2 pl del producto de la primera ronda fue utilizado como
DNA templado y unicamente 25 ciclos de amplificacion fueron
utilizados. Como control positivo en cada reaccidn de PCR se utilizo el
DNA extraido de H. pylori. ATCC 43629. Como control negativo se
utilizé una mezcla reactiva con todos los componentes necesarios

excepto el DNA templado.

Deteccion de los genes de virulencia vacA y cagA de H. pylori por
PCR multiplex

Para la deteccion de vacA 'y cagA se utilizaron los primers VA1-F
y VA1-R (25 pmol, cuadro 1), VAG-F y VAG-R (25 pmol) y cag5c-F y
cag3c-R (10 pmol), respectivamente [22].

Regiones del | Nombre | Secuencia del primer (5'a3") | Tamanos de

DNA del los
amplificadas | Primer amplicones
(Pb)
vacAsl1/vacA | VAI-F | ATGGAAATACAACAAACACA 259/286
s2 C

VAI-R | CTGCTTGAATGCGCCAAAC

vacAmi/vacA| VAG-F | CAATCTGTCCAATCAAGCG 567/642
m2 AG

VAG-R | GCGTCAAAATAATTCCAAG
G

cagA cagsc-F | GTTGATAACGCTGTCGCTT 350
C

cag3c-R | GGGTTGTATGATATTTTCCA
TAA

Cuadro I. Primers utilizados para la amplificacién de los alelos de
vacA y del gene cagA.




El volumen final para la mezcla de reaccién fue de 25 pul; 1ul de
cada primer, 16 pl de H,O libre de nucleasa, 3 ul de DNA templado,
1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTag polimerase y 100 mmol de
dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacién de
DNA fue realizado bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacidm
inicial a 94°C por 3 minutos; seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 10

minutos.

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

Después de la amplificacion del DNA, 10u | de cada muestra fue
analizada por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las
siguientes condiciones: 120 volts, 94 miniampers por 120 minutos. Los
geles fueron tenidos con BrEt y fotografiados bajo luz UV utilizando el
sistema de fotodocumentacion modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).

Andlisis de los datos. Para estimar las diferencias estadisticas de
los genotipos de H. pylori detectados en la saliva de los pacientes con
gastritis con relacion a los niveles séricos de IgG se utilizdé un analisis

de varianza.



RESULTADOS

Pacientes estudiados

El 69% (n=70) de los pacientes estudiados correspondi6 al sexo
femenino mientras que el 31% (n=32) al sexo masculino (grafica 1). La
edad del 70% (n=72) de los pacientes estudiados se encontro
comprendida en el rango de edad de 17 a 30 anos, seguido del 15%
(n=15) en el rango de 44 a 56 anos, del 10% (n=10) entre 31 a 43
anos, del 4% (n=4) en el rango de 67 a 69 anos y finalmente el 1%
(n=1) en el rango de 70 a 83 anos (grafica 2).

Sexo de los pacientes

31%

69%

0 Masculino
O Femenino

Gréfica 1. Porcentaje de sexo de los pacientes estudiados.
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Grafica 2. Porcentaje de edades de los pacientes estudiados.

El 43.4% (n=33) de los pacientes seropositivos fueron
estudiantes, 17.1% (n=13) amas de casa y empleados (en cada
caso), 11.8% (n=9) profesionistas, 6.5% (n=5) obreros y 3.9% (n=3)
personas dedicadas al comercio (cuadro 1). El 84.2% (n=64)
acostumbraba comer en la calle, principalmente alimentos ricos en
grasas e irritantes acidos como: tacos, tortas, quesadillas, aguas
frescas, refrescos, etc. El 88% declaré estresarse mucho, el 74%
fueron fumadores y el 65% tenia el habito de consumir alcohol.



Ocupacién Porcentaje
Estudiantes 43.4%
Amas de casa y empleados 17.1%
Profesionistas 11.8%
Obreros 6.5%
Personas dedicadas al comercio 3.9%

Cuadro 1. Ocupaciones de los pacientes seropositivos estudiados.

Deteccion de IgG contra H. pylori en los adultos con gastritis y en el
grupo control.

El 74% (n=76) de los pacientes con gastritis presento
anticuerpos contra H. pylori, dentro de los cuales el 47.3% (n=36,
X=25.5 anos) presentd niveles bajos de IgG (< 20 u/ml), el 32.8%
(n=25, X=35.7 anos) niveles medios (40-80 u/ml) y el 19.7% (n=15,
X=39.1 afnos) niveles elevados (>120 u/ml). No se detectaron

anticuerpos contra H. pylori en ningun individuo del grupo control.

Deteccion de H. pylori por PCR anidado en las muestras de saliva de
los pacientes.

Con el propdsito de detectar H. pylori en las muestras de saliva
se utiliz6 un método de PCR anidado. El 58.8% (n=60) de las
muestras de saliva del total de pacientes (n=102) se detecté H. pylori




por PCR. En la figura 1 se aprecia que el tamario de los amplicones
obtenidos en la primera ronda de amplificacion de PCR fue de 417 pb
y el tamano de los obtenidos en la segunda ronda fue de 230 pb
(figura 2).
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Figura 1. Deteccion por PCR de H. pylori en las muestras de saliva de los
pacientes. Linea 1 y 10, MWM 50-pb DNA ladder; Linea 2-6,9, H. pylori
detectado en muestras de saliva; Linea 7, H. pylori ATCC 43629 (control positivo);
Linea 8, Control negativo (sin DNA templado).
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Figura 2. Deteccion de H. pylori en las muestras de saliva mediante la
amplificacion de DNA por PCR anidado. Linea 1, Control negativo (sin DNA
templado); Linea 2, MWM 50-pb DNA ladder; Linea 3-6, H. pylori detectado en
muestras de saliva; Linea 7, H. pylori ATCC 43629 (control positivo).

No se identific6 H. pylori en ninguna de las muestras de saliva
del grupo control. En el 78.9% (n =60) del total de pacientes adultos
seropositivos (n=76) se detectd H. pylori en la saliva por PCR anidado,
dentro de los cuales se identific6 H. pylori en el 35.5% (n=27) de los
pacientes con niveles séricos de IgG bajos, 27.6% (n=21) de los

pacientes con niveles medios y en el 15.7% (n=12) de los pacientes
con niveles altos (Cuadro II).



Niveles séricos de PCR positivo PCR negativo
Bajo (zlgczao u/ml) 27 (35.5) 9 (11.8)
Medio (40-80 u/ml) 21 (27.6) 4 (5.2)
Alto (>120 u/ml) 12 (15.7) 3(3.9)
Total 60 (78.8) 16 (20.9)

Cuadro Il. Prevalencia de H. pylori en la saliva de los pacientes

adultos con niveles séricos de IgG.

Amplificacién por PCR multiplex de los alelos de vacA y del gen cagA

de H. pylori en las muestras de saliva de adultos.

Utilizando el método de PCR multiplex caracterizamos las 60
muestras de saliva PCR positivas para H. pylori. El 45% (n=27) de las
muestras de saliva presento variantes alélicas de vacA y del gen cagA

(cuadro I, figura 3).

El 11.6% (n=7) mostré la asociacion de dos genotipos. El
genotipo que presenté la frecuencia mas alta fue vacA m2 con 10%
(n=6), seguido de vacA s1 con 8.3% (n=5). Cuatro cepas presentaron
la asociacion vacA s2 y cagA.



Saliva de adultos
GENOTIPOS NUMERO DE MUESTRAS

(n = 60)

vacA m2 6/10.0
vacA si 5/8.3
vacA s2/cagA 4/6.6
vacA s2 4/6.6
vacA mi 4/6.6
vacA s1/cagA 1/1.6
vacA s1/vacA s2 1/1.6
vacA s1/vacA m1 1/1.6
cagA 1/1.6

Total 27/45

Cuadro lll. Presencia de los alelos de vacA y del gene cagA en las

muestras de saliva de adultos.

567 bp {wvacAm2)
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Figura 3. Amplificacién por PCR mudltiplex de los alelos de vacAy del gene
cagA en las muestras de saliva de adultos Linea 1 y 8 MWM 100-bp ladder; Linea
2, vacA s1, cagA 'y vacA m2 de H. pylori ATCC 43629 (control positivo); Linea 3,
vacA s1 vy cagA (saliva); Linea 4,5,6,9-10 vacA s1 (saliva); Linea 7, Control

negativo (sin DNA templado).



Relacién de los niveles séricos de IgG con los genotipos detectados
en las muestras de saliva de los pacientes adultos.

De las 27 (45%) muestras de saliva de los pacientes, en el que
se detectaron variantes alélicas de vacA y del gen cagA, 37% (n=10)
se obtuvo de pacientes con niveles séricos bajos de IgG, 40% (n=11)
con niveles medios y 22.2% (n=6) con niveles altos (cuadro V).

Niveles séricos de de Genotipos No. de muestras
lgG detectados (n =27)
Bajo (= 20 u/ml) vacA s2/cagA 3/11.1
vacA s2 2/7.4
vacA m1i 2/7.4
vacA sf 1/3.7
vacA m2 1/3.7
vacA s1/cagA 1/3.7
Medio (40-80 u/ml) vacA s 3/11.1
vacA m2 3/11.1
vacA s2 1/3.7
vacA m1i 1/3.7
vacA s1/vacA s2 1/3.7
vacA s1/vacAm1 1/3.7
cagA 1/3.7
Alto (>120 u/ml) vacA m2 2/7.4
vacA sf 1/3.7
vacA s2 1/3.7
vacA m1i 1/3.7
vacA s2/cagA 1/3.7
Total 27/100

Cuadro IV. Relacién de los niveles séricos de IgG con respecto a los
genotipos detectados en las muestras de saliva de los adultos.



La frecuencia mas alta de genotipos detectados en los pacientes con
niveles de IgG bajos fue para vacA s2/cagA con el 11.1% (n=3), para
los pacientes con niveles medios la prevalencia mas alta fue para
vacA s1 con el 11.1% (n=3), y para los pacientes con niveles altos la
frecuencia mayor fue para vacA m2 con el 7.4% (n=2). Todas las
variantes alélicas de vacA y del gen cagA se encontraron en cada
nivel sérico de los pacientes adultos, sin embargo la frecuencia de
aparicion de estos genotipos entre los tres niveles fue

estadisticamente diferente (p < 0.05).



DISCUSION

Seroprevalencia de H. pylori en los pacientes estudiados

Existen numerosos estudios epidemiolégicos sobre la
seroprevalencia de H. pylori en diferentes paises; sin embargo no se
habian relacionado los niveles séricos de IgG con la presencia de H.
pylori 'y de los genes cagA y vacA en la cavidad oral de pacientes
sintomaticos. En nuestro estudio la seroprevalencia total de H. pylori
en los pacientes analizados fue del 74% (n=74), la cual es similar a lo
reportado en otros paises en vias de desarrollo [23,24,25,26], y a la
reportada en nuestro pais en un amplio estudio seroepidemiologico de
infeccion por H. pylori realizado en el periodo de 1987 a 1988, en el
que de las 11,605 muestras de suero obtenidas de pacientes (1-90
anos) pertenecientes a distintas zonas geogréficas y diferente nivel
socioeconémico de 32 estados de México, la seroprevalencia por H.
pylori fue del 66% (n=7720) [27]. Si bien el porcentaje de
seroprevalencia encontrado por nosotros coincide con los reportados
en paises subdesarrollados, éste porcentaje es elevado con respecto
al descrito en paises desarrollados [28, 29,30].

La edad del 70% (n=72) de los pacientes infectados por H. pylori se
encontrd en el rango de 17 a 30 anos. En poblaciones de adultos la
seroprevalencia por H. pylori varia del 47 al 76% [30,32], y en los
paises subdesarrollados el porcentaje de infeccion por H. pylori a la
edad de de 20 afnos alcanza hasta el 80% [26,33]. El porcentaje de
edad de nuestros pacientes seropositivos es parecido al detectado en



un estudio seroepidemiolégico realizado en 5861 estudiantes
adolescentes (11-21 afnos) de escuelas publicas pertenecientes a 33
municipios del estado de Morelos, México, en donde Ia
seroprevalencia total de H. pylori fue del 47.6%; 40.6% en
preadolescentes (11-14 anos), 48.6% en adolescentes (15—17 afos) y
59.8% en adultos jovenes (18—24 arios) [34].

Nosotros detectamos que la edad promedio del 47.3% de los
pacientes con niveles séricos bajos de IgG (< 20 u/ml) fue de 25.5
anos (n=36), la edad promedio del 32.8% con niveles medios (40-80
u/ml) fue de 35.7 anos (n=25) y la edad promedio del 19.7% con
niveles elevados (>120 u/ml) fue de 39.1 afos (n=15). Se ha descrito
que los titulos de IgG contra H. pylori en pacientes infectados se
incrementan significativamente con respecto a la edad [35]. En nuestro
pais se han detectado titulos importantes de IgG contra H. pylori en
ninos menores a los 5 afos de edad, los cuales continlan en aumento
hasta estabilizarse a la edad de 20 anos [28]. Estos datos sugieren
que en Meéxico las infecciones por H. pylori ocurren durante los
primeros anos de vida y que las infecciones nuevas en adultos son

poco frecuentes.

El 84.2% (n=64) de nuestros pacientes seropositivos
acostumbraban comer en la calle, dentro de los cuales el 43.4%
fueron estudiantes (n=33), 17.1% (n=13) amas de casa y empleados
(en cada caso), 11.8% (n=9) profesionistas, 6.5% (n=5) obreros y
3.9% (n=3) personas dedicadas al comercio. Se ha descrito que los

mecanismos de transmision mas comunes de H. pylori son la vias



fecal-oral y oral-oral [35] y que las bajas condiciones sanitarias y el
bajo nivel socioecondmico, principalmente en los paises
subdesarrollados, han sido asociados con el incremento de la

prevalencia de infeccion por H. pylori. [36,37].

Deteccion de H. pylori por PCR anidado en la saliva de los pacientes
adultos seropositivos.

Con el propdsito de detectar H. pylori en las muestras de saliva,
nosotros utilizamos los primers EHC-U/ECHC-L que nos permitié
amplificar un fragmento de 860 pb del DNA de H. pylori. Se ha descrito
que los primers EHC-U/ECHC-L han sido mas sensibles y mas
especificos en detectar como un minimo 5 células de H. pylori en la
saliva o placa dental, que aquellos primers utilizados para amplificar el
gen de la ureasa o el gen 16SRNAr [38]. En este estudio detectamos
por un método de PCR anidado H. pylori en el 78.8% (n=60) de las
muestras de saliva de los pacientes seropositivos (n=76) (cuadro Il).
Varios autores han reportado la presencia de H. pylori en la cavidad
oral y han propuesto, que ésta podria representar el origen de la
reinfeccidn en el estbmago después de la terapia, asi como también la
ruta de transmisién a otros sujetos [39,40].

La prevalencia de H. pylori detectada en la saliva de nuestros
pacientes, contrasta con la reportada en un estudio realizado en la
Universidad de Ulm, Alemania, en 42 pacientes, en donde la
prevalencia de H. pylori en la saliva fue del 52% [21] y a |la descrita por
Umeda y cols en la Universidad Dental y el Hospital Médico de Tokio,



en el cual H. pylori fue detectado en la cavidad oral del 35.1% de 57
pacientes estudiados [40]. Las diferencias de prevalencia entre
nosotros y estos autores, puede deberse al hecho, de que en México,
como en otros paises subdesarrollados, el porcentaje de infeccién por
H. pylori es mucho mas elevado que el de los paises industrializados
[41,37], en cuyo caso, la prevalencia de H. pylori en la cavidad oral

también podria ser mas elevada.

Amplificacién de los alelos de vacA y del gen cagA de H. pylori por
PCR multiplex en las muestras de saliva

En este trabajo detectamos variantes alélicas de vacA y del gen
cagA en 27 (45%) de las 60 muestras de saliva PCR positivas (tabla
[l), en donde, el alelo de vacA m2 se presenté en 6 muestras (10%),
s1 en 5 (8.3%), s2 y m1 en 4 muestras (6.6%, en cada caso).

Nuestros porcentajes son menores a los encontrados en un
estudio realizado en el Centro Médico de Tennessee, en el cual se
compararon los genotipos de las citotoxinas de H. pylori en el
estbmago y la saliva de 31 pacientes con gastritis y Ulcera péptica [42].
Estos autores detectaron vacA m2 y s1 en 17 muestras de saliva
(77%, en cada caso), m1 en 5 muestras de saliva (23%) (no se detectd
s2) y cagA en 5 (23%).

Nosotros identificamos que las asociaciones de vacA si/mi,
s1/62, y s1/cagA estuvieron presentes en una muestra de saliva (1.6%
en cada caso) y vacA s2/cagA se encontré en 4 muestras (6.6%). Se
ha reportado que las cepas de H. pylori que presentan la combinacion



de los alelos de vacA s1/m2 o s1/m1 son responsables de los altos y
medios niveles de produccidon de la citotoxina [43], mientras que la
asociacién de los genotipos vacA si/cagA (identificados en uno de
nuestros pacientes) se ha asociado con la gastritis severa [44].

La elevada prevalencia de H. pyloriy de los genotipos citotoxicos
detectados en la cavidad oral de nuestros pacientes Mexicanos,
demuestra que probablemente estas cepas podrian encontrarse
también en el estbmago y ser responsables de los problemas gastricos
0, quiza, como se ha propuesto recientemente, mas de una cepa de
H. pylori podria existir en el estdbmago y en la saliva del mismo
paciente [38].

Relacién de los niveles séricos de IgG con los genotipos detectados
en las muestras de saliva de los pacientes.

En este trabajo describimos que cada uno de los niveles séricos
de IgG contra H. pylori cuantificado en nuestros pacientes adultos, las
variantes alélicas de vacA, s1, s2, m1,m2 y el gen cagA estuvieron
presentes (cuadro V), sin embargo la frecuenta de aparicion de estos
genotipos fue estadisticamente diferente (p< 0.05).

La deteccidn de anticuerpos contra H. pylori se ha realizado
mediante ensayos de ELISA o Western Inminobloting, en donde la
célula bacteriana ha sido utilizada como antigeno [45,46] o mediante la
deteccion sérica de anticuerpos contra los alelos de vacA y el gen
cagA en pacientes infectados con H. pylori [47] . Entre los métodos



serolégicos de deteccidn de H. pylori, en los cuales la bacteria actua
como antigeno, se ha descrito la presencia de reacciones cruzadas
entre bacterias Gram-negativas como H. pylori, Pseudomonas
aeruginosa, Campylobactr jejuni y Haemophilus influenzae. Nosotros
en éste estudio logramos correlacionas la presencia sérica de IgG con
la identificacidbn de H. pylori en la saliva de nuestros pacientes por
PCR anidado.

La elevada prevalencia de las variantes alélicas de vacA (s1, s2,
m1, m2) y del gen cagA identificados en la saliva de los pacientes
(cuadro 1V), podria ser un factor de riesgo importante en el desarrollo
de enfermedades gastricas mas severas, corroborando lo descrito por
Miehlkee y cols. [48], en su estudio realizado en 34 pacientes con
cancer gastrico y en 35 sujetos asintomaticos. Estos autores
encontraron una mayor asociacion de vacA s1y m1 (24/34, 70.6%) y
del gen cagA (30/34, 88.2%) en los pacientes con cancer gastrico, con
respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos mostraron que la cavidad oral podria
ser reservorio y un importante mecanismo de transmision de H. pylori
de individuo-individuo. Por otro lado los genotipos vacA m2 y vacA st

predominaron en la saliva de los pacientes.
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