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RESUMEN

Helicobacter pylori infecta de manera crénica la mucosa gastrica de casi la mitad de la
poblacion mundial. Todos los pacientes infectados presentan gastritis histolégica. Aunque la
infeccion es asintomatica en aproximadamente el 85%. En el 15% de la poblacién infectada,
la infeccién se asocia con el desarrollo de ulcera péptica o cancer gastrico, el cual es la
segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial. La infeccion a largo plazo empieza en
la nifiez y frecuentemente progresa a una gastritis crénica activa a una gastritis atréfica, la
cual es el precursor histolégico de un adenocarcinoma gastrico. Cerca del 60-82% de las
cepas de Helicobacter pylori contienen una isla de patogenicidad de 37 Kb llamada cagPAl.
Los pacientes infectados con tales cepas tienen mucho mayor probabilidad de desarrollar
Ulcera pépticas o cancer gastrico en relacion a los pacientes infectados con cepas cagPAl
negativas, el gen cagA ha sido considerado un marcador especifico para esta isla de
patogenicidad el cual se identifica por el método de PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) y ademas es un factor de virulencia importante para esta bacteria.

Se tomaron dos biopsias, una de antro y otra de cuerpo de los pacientes que presentaban
diversas enfermedades gastricas (gastritis, ulcera péptica, linfoma y cancer gastrico) para
saber si estaban infectados con Helicobacter pylori y si eran cagA® o cagA” .Se analizaron
en total 241 biopsias pertenecientes a 121 pacientes de las cuales 79 pertenecian a
pacientes con gastritis, 16 a pacientes con Ulcera péptica, 8 a pacientes con linfoma y 18
eran de pacientes cancer gastrico. Se realizo la tipificacion por PCR del gen ureC para saber
si los pacientes estaban infectados por esta bacteria, después a las muestras positivas para
Helicobacter pylori se le realizé genotipificacion de cagA por PCR de todas las cepas
aisladas clonas y pool.

De 121 pacientes, 38/79 (48%) pacientes que presentaron gastritis, 5/16 (31%) de
pacientes con ulcera péptica, 11/18 (60%) de pacientes con cancer, 2/8 (25%) de pacientes
con linfoma estaban infectado por Helicobacter pylori. De los pacientes infectados, 28/38
(74%) de los pacientes con gastritis, el 4/5 (80%) de los pacientes con ulcera péptica,
mientras que para los pacientes con linfoma y cancer gastricos el 100% son cepas de
Helicobacter pylori cagA®. De todos los pacientes con cepas de Helicobacter pylori cagA™ se
encontré que tienen infeccidon multiple debido a que el 20/28 (71%) de los pacientes con
gastritis, 1/4 (25%) de pacientes con ulcera péptica, 5/11 (45%) de los pacientes con cancer
gastrico tienen cepas cagA'y cagA y los pacientes con linfoma no presentaron infeccion
multiple.

En base a los resultados obtenidos se puede ver que la prevalencia de las cepas de
Helicobacter pylori que expresan el factor de virulencia cagA que es un marcador de la isla
de patogenicidad, la cual es mas patdgena que las que no la expresan, la cual es mayor en
los pacientes con diagnésticos de linfoma y cancer, esto debido al curso de la enfermedad
por esta infeccidon que inicia con una gastritis y puede progresar hasta cancer, debido a que
la mayoria de las infecciones de gastritis son causadas por esta bacteria y si a esto se le
suma el factor de virulencia proteina CagA que las hace mas patdégenas es por eso que la
enfermedad progresa hasta cancer y se expresa en un 100% este tipo de cepas que son
mas virulentas. Ademas se pudo observar que en algunos pacientes se encuentran
infecciones multiples.



1. INTRODUCCION

1.1 RESENA HISTORICA

En 1875, cientificos alemanes descubrieron bacterias espirales en el epitelio del
estomago humano. Estas bacterias no podian ser cultivadas, y por consiguiente
este descubrimiento se olvidd en aquel momento.” En 1893, el investigador
italiano Giulio Bizzozero describié una serie de bacterias espirales que vivian en
el ambiente acido del estdmago de perros. Salomon (1896) reporto resultados
similares a los de Bizzozero. El profesor Walery Jaworski, de la Universidad de
Jagiellonian en Cracovia, investigd sedimentos de lavados gastricos obtenidos de
humanos en 1899. Balfour (1906), describié la presencia de espiroquetas en
perros y monos con ulceras gastricas. Krienitz (1906), reportd microorganismos
similares en el estémago de pacientes con cancer.*” Doenges (1938), encontrd
espiroquetas en 104 de 242 estbmagos de pacientes muertos. Freedburg y Barron
(1938), encontraron espiroquetas en 13 de 37 gastrectomias, ninguno puede
concluir si la bacteria coloniza el tejido y causa dafio al epitelio 6 solo actua como
saprofito oportunista. Ademas de unas bacterias alargadas, también encontrd
bacterias con una caracteristica forma espiral, a las cuales llamo Vibrio rugula.
Este investigador fue el primero en sugerir la participacion de este microorganismo
en enfermedades gastricas. Aunque este trabajo fue incluido en el Manual de
enfermedades gastricas, no tuvo mucho impacto, debido a que estaba escrito en

polaco.®’
Redescubrimiento y caracterizacién

Esta bacteria fue redescubierta en 1979 por el patélogo australiano Robin
Warren, quien en investigaciones posteriores (a partir de 1981), junto a Barry
Marshall, aisl6 este microorganismo de las mucosas de estdmagos humanos vy
fue el primero que consiguio cultivarla.®” En el trabajo original, Warren y Marshall
afirmaron que muchas de las Ulceras estomacales y gastritis estaban causadas
por la colonizacion del estbmago por esta bacteria, y no por estrés o comida

picante, como se sostenia hasta entonces.®
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1.1.1 Clasificacion del género

El microorganismo aislado por Warren y Marshall presento algunos aspectos
morfoldgicos y fisioldgicos similares a Campylobacter, por lo que fue clasificado
como Campylobacter pyloridis.®" Estudios mas detallados comprobaron las
diferencias en la composicion de acidos grasos, en la secuencia de RNAr, en la
produccion de ureasa y en la ausencia de una quinona respiratoria. En 1989, se
denomina a la bacteria Helicobacter pylori.*

1.2 MORFOLOGIA de Helicobacter pylori:

a) Colonial: son colonias pequenas, circulares, convexas, lisas, traslucidas,
himedas como gotas de rocio miden de 1-2 mm de diametro.®

Solo crece en agar sangre, en agar sangre adicionado con antibiéticos y en
medios suplementados con suero, hemina y almidon, bajo condiciones
microaerofilicas (7-12% de CO;) a 37° C y humedad elevada; es una
bacteria de crecimiento lento (5-7 dias).?

Después de mas de 12 dias de cultivo adoptan una forma cocoide.
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Figura N.1 Morfologia colonial de Helicobacter pylori en el medio agar sangre donde se aprecian
colonias como gotas de rocio.

Microscopica: es una bacterias Gram negativa y se pueden observar en
forma de bacilos curvados o espirales de 2.5- 5 ym de largo y 0.5-1 ym
de ancho, extremos redondeados, moévil con 4-6 flagelos polares. Es
catalasa, oxidasa y ureasa positivas. (Gonzalez Saldafia Napoleén, 1997)*
Cuando se encuentran en la mucosa gastrica, aunque algo mas rectos

cuando se encuentran en medios de cultivo artificiales.

Después de mas de 12 dias de cultivo adoptan una forma cocoide. El
cambio de la forma cocoide se presenta cuando Helicobacter pylori es
cultivado bajo condiciones adversas como son: aerobiosis, pH alcalino,
altas temperaturas, incubacién prolongada y antibiéticos. Al microscopio se

observan bacilos curvos en forma de U o Gaviota.'®®

La vision microscopica cuando se utilizan colorantes cromogénicos (por

ejemplo, bromuro de etidio), muestra imagenes muy definidas

El bromuro de etidio es capaz de intercalarse entre las bases del ADN de la
bacteria y emite fluorescencia que permite su observacion en un

microscopio de fluorescencia.



Figura N.2 Morfologia de espiral o sacacorchos de Helicobacter pylori emitiendo

fluorescencia debido a la utilizacion del colorante cromogénico bromuro de etidio.

Cuando se realiza una tincion de Gram a partir de una extensién de
biopsia de antro gastrico se pueden observar los bacilos de morfologia

curvada y Gram negativos.

Figura N.3 Tincién de Gram de bacilos curvos caracteristicos de Helicobacter pylori.



Cuando Helicobacter pylori crece en medios artificiales pierde su
estructura completamente espirilar o de sacacorchos y adquiere una
estructura algo mas recta aunque sigue siendo curvado. Se observa de

color rosa debido a su estructura de bacilo Gram negativo.

Figura N.4 Morfologia microscopica de Helicobacter pylori en medios artificiales.

1.3 METODOS DE DIAGNOSTICO PARA LA DETECCION DE Helicobacter
pylori

Inicialmente se consideraba como método estandar de oro de confirmacion de la
infeccion por Helicobacter pylori su identificacion mediante pruebas histolégicas y
cultivo provenientes de una muestra de la mucosa gastrica obtenida por
endoscopia. Posteriormente se desarrollaron pruebas alternativas con esta
muestra comprendian pruebas de ureasa rapida, reaccion de la polimerasa
en _cadena (PCR) y tipificacion molecular (PCR-RFLP), pero todas tienen el
inconveniente de la invasividad y por tanto no son aplicables a portadores sanos;
adicionalmente representan el resultado local de la muestra del estdmago utilizada
y no de todo el 6rgano, por tanto posible de mostrar falsos negativos.

Las proteinas bacterianas inducibles por estrés térmico tienen reaccién cruzada
con algunos antigenos de los tejidos humanos creando las bases de la
autoinmunidad; estas macromoléculas estan relacionadas también con los
procesos inflamatorios producidos por el microorganismo.



Sobre esta base, Evans desarrollé en 1988 una prueba ELISA, basado en las
proteinas de alto peso molecular asociadas a esta bacteria. Esta prueba tiene
ventajas de costo en estudios epidemioldgicos: su intervalo de sensibilidad oscila
entre 63-97 %. Los métodos seroldgicos, sin embargo, a pesar de su comprobada
eficacia en estudios de terreno presentan el inconveniente de que los anticuerpos
una vez que se han producido pueden mantenerse elevados hasta 6 meses
después de su erradicacion, lo que limita la utilidad de la prueba en los controles
de tratamiento.

Esta bacteria se encuentra también localizada en la boca. Las placas dentarias
actuan como reservorio. Estudios de cuantificacién estan actualmente en curso.

El método considerado en la actualidad como el estandar de oro es la prueba del
aliento, que utiliza urea marcada con *C ¢ '“C. La prueba desarrollada por
Graham y Klein en 1987 documenta la presencia de la infeccion momentanea y
tiene una respuesta rapida a los efectos de tratamiento y a las reinfecciones que
suelen producirse. Esta bacteria produce ureasa, una enzima ausente en el
aparato digestivo alto. Por ello al suministrar urea marcada a un paciente y medir
la excrecion del is6topo por el aire espirado, 30 min después de su ingestion,
puede diagnosticarse la infeccidon por esta bacteria. A diferencia de otros métodos,
un resultado positivo con la prueba del aliento es confirmatorio de contaminacién.
Una modificacion de este método ha sido propuesta por el Laboratorio de
Radiois6topos de la Universidad de Buenos Aires, en el cual se suministra
conjuntamente una solucién de urea marcada con "C y un coloide de *™Tc que
no se absorbe en el aparato digestivo. Este coloide permite la

visualizacion de la solucion de urea dentro del aparato digestivo mediante la
utilizacion de una camara gamma, lo cual permite localizar exactamente el sitio
donde se esta produciendo el ™CO, como consecuencia de la hidrdlisis de la urea
de la bacteria. Esta combinacién de la prueba del aliento con C-Urea y la
visualizacion del desplazamiento intragastrico de la solucion de Urea-"*C permitio
elevar la sensibilidad del método al 98 % y la especificidad al 96 %.°"



Invasivos: se requiere endoscopia No invasivos:

para la obtencion de biopsias
» Serologia (ELISA)

gastricas.
* Prueba del aliento de la ureasa
+ Histologia * Deteccion de antigenos en
+ Cultivo heces
* Prueba rapida de la ureasa * PCR de muestras biolégicas no
* Reaccion en cadena de la gastricas

polimerasa (PCR)

Tabla 1.- Clasificaciéon de los métodos de diagndstico para Helicobacter pylori.

1.4 GENOMA BACTERIANO

El genoma de Helicobacter pylori tiene un tamafo entre 1.6 y 1.73 Mb, con un
promedio de 1.67 Mb. La composicién media de guanina y citosina (G+C) es de
35.2 mol con un rango de 34.1 a 37.5 mol%. Aproximadamente el 40% de las
cepas recuperadas contienen plasmidos con un tamafno de 1.5 a 23.3 Kb, pero



éstos no contienen factores de virulencia reconocidos. Los genes tienen, en el
mapa genético, una localizacion variable, lo traduce una amplia reorganizacion de
su genoma.?® A este respecto, Alm y Trust?, en dos cepas estudiadas, encontraron
que los factores de restriccion de (ADN/modificadores) de genes, tienen un menor
contenido de G+C que el resto del genoma, por lo que piensan se podria asociar
con regiones organizadas de diferente manera, e indicaria que la adquisicion de
esos genes es horizontal, desde otras especies bacterianas o bien transferidas por
otras cepas de Helicobacter pylori. De ser asi, implicaria mecanismos de
conjugacion o transformacion bacteriana en forma natural. Entre los compuestos
codificados por los genes de este bacilo, se pueden mencionar los relacionados

con proteinas accesorias: flagelina, citotoxina vacuolizante, Cag A y la ureasa.

La diversidad genética entre cepas de varias poblaciones se ha explicado por los
puntos de mutacion, sustituciones amplias, inserciones, delecciones (que
involucran a uno 0 mas genes) y segmentos multigénicos (que incluye

restriccion/modificacion de genes o al menos una isla de patogenicidad).

Entre 6 y 7% de los genes del H. pylori son especificos para cada cepa y casi la
mitad de ellos se agrupan en una misma regién hipervariable.'> Es pertinente
hacer mencién que se ha reconsiderado recientemente la definicién inicial de “isla
de patogenicidad” (PAl), propuesta hace dos décadas: que menciona un
segmento de ADN como responsable de los genes de virulencia, sefialandose
ahora, por el analisis detallado del locus Cag A de las cepas tipo | y I, que es
debido a deleciones en la region larga del cromosoma.* Estos locus tienen
caracteristicas tipicas de PAIl: ADN diferente al resto del genoma, rango de G+C
de 25 a 75% (La mayoria de las bacterias contienen entre 40 y 60%), esta
composicidon de bases incide en la funcion de la bacteria, ya que su localizacién es
adyacente a los genes tRNA. Este segmento ha sido denominado PAl Cag y

tienen un tamario de 37 a 40 Kb.%
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Figura N.5 Representacion grafica del genoma de Helicobacter pylori secuenciado. Se puede
obsewardtamaﬁodelgenoma?

1.5 ISLA DE PATOGENICIDAD

Cerca del 60-82% de las cepas de Helicobacter pylori contienen una isla de
patogenicidad de 37 Kb llamada PAl-cag. La PAl-cag es un fragmento de ADN



que codifica para 31 genes, esta isla esta flanqueada por dos secuencias
repetidas cortas de 31 pares de bases, ademas su contenido de G+C (35%) difiere
del resto del genoma (39%), lo cual sugiere que la PAl-cag se adquiri6 muy
probablemente de un fago o plasmido de otro microorganismo por transferencia
horizontal.%?

Aunque diversos estudios han revelado que el orden de los genes en la PAl-cag
estan esencialmente conservados entre las cepas de esta bacteria. En algunas
cepas la PAIl-cag puede encontrarse, como una unidad continua o dividida en dos
porciones (la regidon cag | y la region cag Il) por un elemento transponible 1S605;
en algunas otras cepas, las regiones cag | y cag Il estan separadas por un
fragmento de DNA cromosomal flanqueado por dos secuencias de insercion
IS605; en otras cepas hay eventos de recombinacion entre copias de 1S605, que
eliminaron todo o parte de las regiones cag | y cag Il, o ambas a la vez. De esta
manera, los arreglos en el interior de la PAI-cag provocados por la inserciéon vy
recombinaciéon de elementos 1S605 han llevado a la generacion de cepas de
Helicobacter Pylori con diferentes grados de virulencia.>**

v

542000bp

Figura N.6 Esquema de la isla de patogenicidad donde se muestran las secuencias de insercion
1S605.'%

Actualmente las cepas de Helicobacter pylori han sido agrupadas en dos grandes
familias denominadas tipo | y Il en base a la presencia de la isla de patogenicidad
PAIl-cag completa (ininterrumpida o dividida en dos regiones) y activa, inducen la

secrecion de altos niveles de IL-8 en células del epitelio gastrico, y secretan una



citotoxina vacuolizante. Las cepas tipo | son positivas para todas las
caracteristicas. En contraste, las cepas tipo Il tienen la isla de patogenicidad
incompleta o carecen de ella no inducen la secrecion de IL-8, ademas de que
expresan una citotoxina vacuolizante inactiva y/o tienen un mecanismo de

secrecion defectuoso.

oma de Helicobacter pylori cepa 26695 (1,667,8

!

Isla de patogenicidad cag PAl-cag (37,000 bp)

LAS PROTEINAS CODIFICADAS POR ESTOS GENES TRANSLOCACION DE CagA DENTRO DE LAS
FORMAN UN COMPLEJO DE SECRECION TIPO IV CELULAS EPITELIALES GASTRICAS

CAPAZ DE LIBERAR LA PROTEINA CagA DE LA
BACTERIA EN LAS CELULAS DEL HOSPEDERO FOSFORILACION DE CagA POR LAS

CINASAS DEL HOSPEDERO c-Src Y lyn

UNION Y ACTIVACION DE FOSFATASA
CELULAR SHP-2

FACTOR DE CRECIMIENTO RESPUESTA EN
LAS CELULAS DEL HOSPEDERO, CAMBIO EN
EL CITOESQUELETO

Figura N.7 Isla de patogenicidad PAIl-cag.

La mayoria de las cepas de Helicobacter pylori que causan enfermedad son las
que contienen la isla de patogenicidad cag, una regién cromosomal con cerca de

37,000 bp y 29 genes, la localizacion esta indicada con flechas. La figura 7



muestra la organizacion de genes de la cepa 26695, donde la secuencia del
genoma fue la primera en ser publicada. La isla esta dividida en dos partes en
algunas cepas. La mayoria de los genes cag estan probablemente involucrados en
el montaje de la maquinaria secretora que transloca la proteina CagA dentro del
citoplasma de las células epiteliales gastricas. Cinco genes (marcados en naranja
FIG 7) son similares para los componentes del sistema de secrecion tipo IV del
patdgeno de las plantas Agrobacterium tumefaciens (Vir proteins). Las proteinas
codificadas por la isla de patogenicidad estan involucradas en dos procesos, en la
produccion de interleucina 8 (IL-8) por las células epiteliales gastricas y la
translocacion de CagA de la bacteria en las células del hospedero. Todos los
genes descritos por flechas solidas son esenciales para la induccion de IL-8; las
flechas tachadas indican genes que no estan involucrados en este proceso. De
estas las flechas que tienen linea azul son genes que se requieren para la
translocacion de CagA; las que tienen lineas naranjas indican genes no

esenciales para la translocacion.'%

1.6 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS



Su caracteristica bioquimica mas sobresaliente es la produccion de ureasa y
bioxido de carbono. Se realiza la prueba de la oxidasa y catalasa para su
identificacion.”® Se ha logrado identificar bien la actividad enzimatica de la via
pentosa fosfato. Posee actividad del ciclo de la urea. La via Entner-Doudoroff se
tiene demostrada en esta bacteria. La enzima fumarato reductasa es un
componente esencial para su metabolismo. Esta bacteria metaboliza aminoacidos
por via fermentativa, y se sabe que existen citocromos involucrados en la cadena
respiratoria. El nivel elevado de CO, requerido para su crecimiento in vitro puede
ser debido en parte a la actividad de la enzima Acetil coenzima A carboxilasa. '’

Figura N.8 Esquema de las vias metabdlicas de Helicobacter pylori cepa 26695.'%



1.7 PATOGENESIS

A pesar de la gran incidencia de Helicobacter pylori no todas las personas
infectadas por esta bacteria desarrollan la enfermedad. Al parecer el tipo de cepa
bacteriana que coloniza la mucosa gastrica tiene una funcion determinante en el

desarrollo de la enfermedad.®"®

Se dispone de evidencias de que la colonizacion de esta bacteria induce
inflamacion gé\strica.114 Se le relaciona comunmente con gastritis cronica
superficial que se caracteriza por infiltracibn de células mononucleares vy

neutroéfilos en el epitelio.

A menudo suceden cambios degenerativos de la superficie epitelial incluyendo
deplecion de mucina, vacuolizacién citoplasmatica y desorganizacién de las

glandulas del mucus.

1.7.1 Dinamica de infeccion de Helicobacter pylori en el estémago humano.

Las superficies mucosas de vertebrados deben considerarse como estructuras en
comunicaciéon con el ambiente externo. Las bacterias que tienen contacto con ellas
(tracto gastrointestinal) tienen tres impedimentos que limitan su numero:

peristalsis, competicién microbiana y efectores inmune-especificos.

Esta bacteria es un patdgeno exdgeno que a diferencia de la mayoria, persiste por
décadas en el tracto gastrointestinal, induciendo inflamacion gastrica crénica que

termina en Ulcera péptica o neoplasia gastrica en gran nimero de personas.’’

La colonizacion muestra un modelo de versatilidad bacteriana para persistir a
pesar de los contratiempos fisicos de la peristalsis. La adherencia bacteriana es
una estrategia para resistir la peristalsis de la capa de la mucosa, a partir de alli

migran a las células epiteliales.?



La bacteria supera la barrera acida estomacal y la respuesta inmune es
esencialmente infectiva. Es muy movil en la capa de la mucosa por encima del

epitelio gastrico, en pequefa proporcion atacan a las células epiteliales.

El 98% reside en el moco, mientras que el 2% se encuentran adheridas a células
epiteliales (mantienen la infeccion). Elabora efectores proinflamatorios que son
absorbidos por la mucosa, provocando la respuesta en el hospedador que
conlleva un dafo tisular con liberacidn de nutrientes. Las moléculas de la
superficie de Helicobacter pylori como el LPS tienen baja actividad proinflamtoria,
por lo tanto la respuesta celular queda suprimida, entonces esta regula la

inflamacion para evitar ser eliminado de su nicho.

1.7.2 Proceso de dano tisular.

Coloniza y persiste en un nicho unico que es el lumen gastrico. Los determinantes
patogénicos de la bacteria se dividen en dos grupos: factores de virulencia que
contribuyen a efectos patogénicos de la bacteria y factores de mantenimiento que

permiten a la bacteria colonizar y permanecer en el hospedador.’"??

1.7.3 Factores de virulencia

Estos se clasifican segun sus efectos patogénicos en el hospedador: inflamacion
gastrica, rotura de la barrera de la mucosa gastrica y alteracion de la fisiologia

gastrica.
Induccién de la inflamaciéon gastrica

En la gastritis superficial caracterizada por infiltracion en la mucosa gastrica de
leucocitos  polimorfonucleares o células monociticas. La inflamacion es

importante para la supervivencia de Helicobacter pylori in vivo.?



Interleucina 8 (IL-8): es una quimiocina o pequefo péptido secretado por un

numero variable de células, actia como un potente mediador inflamatorio que
recluta y activa neutrofilos. Helicobacter pylori induce secrecion de IL-8 de células

de carcinoma gastrico in vivo.

Adherencia de neutrdfilos: el gen napA muestra homologia con el gen de la familia

de las proteinas de bacterioferritina y codifica la proteina HP-NAP. Esta proteina
es un polimero de 10 subunidades que incrementa la expresion de neutrofilos

CD11b/CD18 y la adherencia de estos a las células endoteliales.®

Factor activador plaquetario (PAF): un mediador fosfolipidico reconocido como
potente agente ulcerogénico. Lyso-PAF es producido por células de la mucosa
gastrica en condiciones basales y en respuesta a gastrina en personas saludables.
PAF estimula la secrecién de acido gastrico a través de receptores especificos de
células parietales. La bacteria metaboliza el precursor no ulcerogénico lyso-PAF a
PAF. Por ello, a través de la sintesis del PAF, induce dafos en la mucosa directa o

indirectamente de la secrecion de acido.”’

Lipopolisacarido (LPS): el LPS rompe el moco gastrico interfiriendo con la

interaccién entre la mucina y su receptor. Sin embargo, el LPS esta bacteria tiene

menor capacidad proinflamatoria.”

Ureasa: es un potente estimulante de activacion para fagocitos mononucleares y
la produccién de citoquinas inflamatorias. In vivo, su actividad es téxica para
células del epitelio gastrico. Funciona como colonizador (factores de

mantenimiento), y factor de virulencia.'"?°



Ruptura de la barrera mucosa

Helicobacter pylori inhibe la respuesta secretora de las mucosas in vitro, indicando
el efecto potencial del deterioro en este mecanismo principal de defensa en la

mucosa gastrica.

Fosfolipasa: esta enzima destruye la capa rica en fosfolipidos con funcion

protectora.®

Mucinasa: esta bacteria posee un gen idéntico casi al de la mucinasa de Vibrio
cholerae. La actividad de esta mucinasa in vitro contribuiria a la ruptura de la

barrera mucosa gastrica.

Citotoxinas: estas inducen vacuolas acidas en el citoplasma de células eucariota.
El gen vacA (3.9Kb) codifica para una citotoxina vacuolizante. El gen vacA codifica
para una proteina de 134KD, protoxina que contiene una secuencia leader de 33
aminoacidos y un fragmento carboxilo terminal del precursor de la proteasa de IgA
de Neisseria gonorrhoeae, parece estar implicado en la traslocacién de la
proteasa a la membrana externa. Por analogia, el carboxilo terminal de la
protoxina de Helicobacter pylori puede jugar un papel en la secrecion de
citotoxina. Mutantes de vacA no expresan la citotoxina y pierden la actividad

vacuolizante.'®

Especies de oxigeno reactivas: esta bacteria induce la sintesis de “Reactive

oxygen species” (ROS) en la mucosa gastrica in vivo e in vitro. (Davies GR, et al,



1994).% Hay asociacién positiva entre ROS, la carga infectiva vy el dafio en
mucosa gastrica. Muchas drogas antiulcerosas funcionan como secuestradores de

ROS, ayudando a explicar cdmo minimizan el dano inducido por Helicobacter

pylori

Sintetasa inducible de oxido nitrico (iINOS): la bacteria induce INOS y macrofagos

in vitro. La alta produccién de oxido nitrico por la induccion de esta sintasa, en

asociacion con la activacion inmune, es responsable de dafo tisular. 14

Apoptosis: aparece esta bacteria para inducir la muerte celular programada de las
células del epitelio gastrico y para estimular dafio oxidativo de DNA en mucosa
gastrica humana infectada. Helicobacter pylori inhibe la migracion y proliferacion
de células del epitelio gastrico, por lo que el dafio en la mucosa gastrica puede

ser inducido directa o indirectamente.’®"®

Se han propuesto varios mecanismos de virulencia para Helicobacter pylori una
enzima llamada ureasa, cuya funcidn es proteger a la bacteria frente al pH acido
originado por los productos oxidativos del huésped. La ureasa tiene un peso
molecular de 550 Kda, formada por dos subunidades denominadas UreA y UreB
es una de las proteinas mas abundantes secretadas por el organismo.”"* La
ureasa necesita como cofactor el niquel. Juntos hidrolizan la urea produciendo
amonio, lo que permite a la bacteria rodearse de un medio alcalino protegiéndose

de la secrecion acida gastrica.®

Helicobacter pylori posee varios flagelos que le dan gran movilidad. Estos estan

compuestos por proteinas llamadas flagelinas cuyo peso molecular es de



aproximadamente 50,000 a 60,000 KDa. Las flagelinas estan codificadas por los

genes flaA y flaB.2%"2

Figura N.9 Factores de virulencia de Helicobacter pylori.

Para la colonizacion de este microorganismo debe haber primero una adhesion a
la mucosa gastrica, la cual se inicia a través de varias adhesinas. Las adhesinas
son proteinas glicoconjugadas o lipidos bacterianos involucrados en el inicio de la
colonizacion.?® *® Una vez que Helicobacter pylori alcanza la capa epitelial, la
bacteria se adhiere a través de varias adhesinas como son BabA, sabA, AlpA,
AlpB, Hopo,HpA. 2% 3°

La adherencia de la bacteria a los receptores de las células del huésped induce
cambios celulares, los cuales incluyen una sefal de transduccion, permitiendo la
infiltracion de células inflamatorias como neutréfilos y monocitos. BabA es la
adhesina que mas ha sido estudiada. Esta adhesina facilita la union del
microorganismo a los antigenos de Lewis B. La adhesina BabA contiene dos



copias del gen babA denominadas babA1 y babA2. La cepa que contiene el gen
bab2 codifica para una proteina funcional de la membrana externa, la cual se une
al anfigeno de lewis B; y bab1 tiene una pérdida de un segmento de 10
nucledtidos que contiene el codon de inicio para la traslacion, lo cual induce a una

deleccion.*% 5°

Figura N.10 Representacion de la unién de multiples adhesinas a los antigenos de Lewis B.

Esquema "%

También existen enzimas como las fosfolipasas A2 y C, las cuales tienen un
papel importante en la patogenia de esta bacteria, al degradar los componentes
lipidicos de la mucosa que le proporciona integridad. Igualmente existen otras
enzimas relacionadas con actividad proteolitica como la catalasa y la superoxidasa
dismutasa que protegen a la bacteria de los metabolitos toxicos, productos de

procesos oxidativos de defensa de los macréfagos y neutrofilos.'®

Otro factor de virulencia es el lipopolisacarido (LPS) en su antigeno “O” los

[Ty 1] “y N

carbohidratos de Lewis “X7, y” o ambos. Los antigenos de Lewis son



glicoconjugados con diferente numero de fucosa, los cuales pueden ser de 4 tipos
Le?, Le®, Le*, Le.®®*™ Los antigenos de Lewis participan en la patogénesis
ayudando al microorganismo a evadir la respuesta inmune durante la colonizacién
en el estomago, favoreciendo a la bacteria su permanencia en el nicho gastrico, y
por otro lado induce una respuesta autoinmune contra los antigenos de Lewis que
expresa Helicobacter pylori que son compartidos por las células eucariotas

contribuyendo a un dafio directo o indirecto.'®?

Otros dos factores de virulencia son: la citotoxina vacuolizante VacA,
codificada por el gen vacA presente en todas las cepas de H. pylori y la proteina
CagA por el gen cagA que se encuentra en la membrana externa. La proteina de
la membrana externa, denominada proteina asociada a la citotoxina CagA, es
codificada por el gen cagA. Es una proteina de la membrana externa, tiene un

peso molecular entre 120-140 Kda y se considera altamente inmunogénica.
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Figura N.11 Representacion de la induccién de la respuesta inmune debida a la inyeccién de dos

proteinas importantes como son cagA y vacA.

Las cepas de Helicobacter pylori cagA+ se adhieren a las células del epitelio
gastrico, donde inducen la secrecidon de un mediador inflamatorio como la
interleucina 8 (IL-8), a través del la activacion del factor nuclear kappa beta (NF-
kB) 34, 95



Figura N.12 Figura que muestra la inyeccién de la proteina CagA dentro de las células

epiteliales.117

Figura N.13 En esta figura se muestra como después de que la bacteria coloniza las células de la
mucosa gastrica se produce la inflamacion de las células epiteliales debido a la inyeccion de la

proteina CagA a estas.'"’



Figura

N.14

La figura muestra como Cag A después de entrar la célula es traslocada y posteriormente
fosforilada para poder interactuar en la traduccion de la sefal intracelular, causando irregularidades

en las actividades de la célula y asi producir acciones patoldgicas a estas.®

También se ha observado que la proteina CagA activa la transcripcion del factor
AP-1y la cascada de las cinasas ERK/MAP permitiendo la expresion de los proto-

oncogenes c-fos y c-jun.’'% %

Cover y col, propusieron que el gen cagA sea considerado como marcador de
virulencia. En estudios seroepidemiologicos detectaron niveles elevados de
anticuerpos IgG por la técnica de ELISA contra la proteina CagA en pacientes
con ulcera duodenal en un 87.5%, con ulcera gastrica 76% y con dispepsia no
ulcerosa 56.4%.%” A los pacientes infectados con cepas que portan el gen cagA y
expresan la proteina cagA se les ha asociado con el desarrollo de gastritis activa
cronica, gastritis atréfica, ulcera péptica y un aumento en el riesgo a desarrollar

adenocarcinoma o linfoma gastrico.%% %8

La citotoxina VacA es un factor de virulencia importante en el desarrollo de las
enfermedades gastricas. Esta citotoxina tiene un efecto citopatico sobre cultivos

celulares; ademas de ser responsable de formar vacuolas in vivo en células del



epitelio gastrico. También VacA se une a la célula por interaccién con receptores
especificos, y esta union depende de la concentracion de citotoxina asi como de la

saturacion de los receptores en la superficie celular.%

La infeccidén reversible de Helicobacter pylori induce la expresion del péptido
gastrina, estimulante de acidos, y suprime la expresion de la hormona

somatostatina la cual es inhibidora de acidos.

Estos efectos no se deben a Helicobacter pylori en si, pero si al grado de
inflamacion gastrica presente. Dos factores importantes para la colonizaciéon son
la motilidad debida a la presencia de 2 a 6 pares de flagelos polares y a la

ureasa.

Actualmente sabemos que aunque la acidez gastrica es necesaria para la
formacion de ulceras, no es suficiente para explicar su ocurrencia. De hecho
muchos pacientes con cantidades normales de acido y otros con altos niveles de

produccion acida, nunca desarrollan una ulcera.

Figura N.15 En esta figura se muestran Figura N.16 Reaccion en la que

los pares de flagelos polares. """ interviene la enzima ureasa.



1.8 VIAS DE TRANSMISION

Persona-persona:

v' Oral- oral: La bacteria es removida de la mucosa gastrica, se puede
encontrar en jugo gastrico y alcanzar la cavidad oral (posible reservorio),
via regurgitacion.

v' Oral-gastrica: se lleva acabo a través de endoscopios y sondas
contaminadas, por el contacto directo de vomito o contenido gastrico en
pacientes infectados. Es poco frecuente.

v Fecal- oral: la bacteria es removida de la mucosa gastrica y eliminada por el
intestino de manera que puede sobrevivir en heces y ser eliminada al
ambiente. Se ha logrado identificar DNA de Helicobacter pylori en aguas de
rios y lagos por lo que se sugiere que el agua puede actuar como reservorio
ambiental.”® %3

Figura N.17 Cadena epidemiolégica de la infeccion de Helicobacter pylori 49 42



1.9 EPIDEMIOLOGIA

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccion por Helicobacter

pylori ocurre en la poblacion mundial.’

Sin embargo la incidencia de la infeccién
entre paises desarrollados y en vias de desarrollo es significativamente diferente.
En Estados Unidos la incidencia anual de infeccion se presenta entre el 0.5% vy el
1% para menores de 10 afios y la infeccion a aumenta hasta un 50% en adultos,
con un promedio de edad de 60 afos. En el grupo de afroamericanos, hispanos e
indios nativos de este pais, la infeccion por el microorganismo se observa desde

edades tempranas y la transmisién intrafamiliar es alta.?' 3> 8°

Se estima que en los paises en desarrollo la mayoria de las personas, el 80%
aproximadamente se infectan con esta bacteria a una edad promedio de 10
afios.’  El factor de riesgo mas importante es el de las carencias
socioecondmicas. Se han investigado muchos factores, pero todos tienen como
denominador comun el bajo nivel econdmico. El hacinamiento, la vivienda

insalubre, el agua contaminada, etc.

En paises de Latinoamérica como Costa Rica y Brasil se reporta una incidencia
anual de 45 enfermos de cancer gastrico asociado a Helicobacter pylori por cada
100 000 habitantes.

En México se han observado regiones de mayor riesgo, como las zonas altas del
estado de Chiapas donde existen grupos indigenas que presentan una alta
incidencia de cancer gastrico asociado al microorganismo.*® En un estudio
seroepidemiolégico que se realizo en 1997 donde se trabajo con muestras
representativas de la poblacion de todos los estados de la Republica Mexicana
cuya edad fluctuo entre 1-90 afios arrojo como resultado que el 20% de los nifios
de 1 afio de edad presentaban anticuerpos contra Helicobacter pylori y que la
seropositividad aumento hasta un 50% en los nifios de 10 anos de edad, lo que

indicaba que la infeccidon por el microorganismo en nuestro pais se adquiere a



edades tempranas y alcanza un 80% en adultos jévenes entre los 18 y 20 afios de

edad.'®

1.10 PATOLOGIAS

El curso clinico de la infeccidén por Helicobacter pylori es altamente variable y esta
influenciado por dos cosas la primera el microorganismo y segundo los factores
del hospedero. El patron y distribucion de la gastritis esta fuertemente relacionado
con el riesgo de secuelas clinicas, llamado ulceras gastricas o duodenales, atrofia
de las mucosas gastricas, carcinoma gastrico o linfoma gastrico. Pacientes con
gastritis predominantemente antral, la forma mas comun de gastritis por
Helicobacter pylori, estan predispuestos a ulceras duodenales, mientras que los
pacientes con gastritis predominantemente en el cuerpo y atrofia multifocal estan
mas predispuestos a presentar ulcera gastrica, atrofia gastrica, metaplasias
intestinal y en ultimo caso carcinoma gastrico.

Altos niveles e de produccién de .
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emente \ Linfoma MALT
Infeccion /

L \ Infecciéon
. crencapon Pangastritis i Ati
Mucosa géstrica - -4 . asintomatica
Elcovaete no atréfica por
normal pylori
Helicobacter
Infeccion aguda Gastritis atrofica
causada por predominantemente Ulcera géstrica
Helicobacter pylori en cuerpo

Metaplasia intestinal
Displasia

Bajos niveles de produccion de acido a "
Cancer gastrico

Nifiez Edad avanzada

Figura N.18 Historia natural de la infecciéon causada por Helicobacter pylori.



1.10.1 Gastritis asociada a la infeccion por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es la causa mas comun de gastritis crénica inespecifica no
erosiva. En la mayoria de los pacientes, la infeccion es asintomatica.
Generalmente se encuentran afectados el antro y el fondos del estomago y se
observa un infiltrado inflamatorio formado por células mononucleares (liberan IL-2,
TNF-a y radicales libres de oxigeno)y/o leucocitos polimorfonucleares. Este
microorganismo en el antro gastrico reconoce los antigenos fucosilados conocidos
como H y Lewis b, una vez alli origina inflamacién cronica debida a la liberacion de
distintas toxinas. Si no se trata especificamente, la infeccidbn puede hacerse
cronica y en algunos pacientes los cambios de las glandulas de la mucosa gastrica

se hacen permanentes.

La gastritis cronica inducida por Helicobacter pylori puede progresar a gastritis

atrdfica cronica, que es precursora del cancer.



1.10.2 Ulcera péptica asociada a infeccion por Helicobacter pylori

La ulcera péptica es una llaga en el revestimiento del estomago y el duodeno.
Helicobacter pylori se encuentra en el 85 al 100 % de los pacientes con ulceras
duodenal, asi como en el 70-90% de los que presentan ulceras gastricas. Esta
bacteria debilita el revestimiento mucoso que protege el estomago y el duodeno, lo
cual permite que el acido afecte la superficie sensible que se halla por debajo de
dicho revestimiento. Por efecto tanto del acido como de las bacterias, esa
superficie delicada se irrita y se forma un llaga o Glcera.”” El habitad natural de
esta bacteria es la mucosa gastrica donde quiera que esta se encuentre. La
predileccion que tiene esta bacteria por las uniones intercelulares puede favorecer
la difusién de iones hidrogeno al interior de la mucosa, también tiene toxinas
capaces de ocasionar la inflamacién de la mucosa. Aproximadamente el 50% de
las cepas de Helicobacter pylori produce la citotoxina de vacuolizacion VacAy la
infeccidn con estas cepas puede ser asociada a la presencia de ulcera péptica.
Otro factor de virulencia determinante de esta bacteria es el producto del gen
cagA. Este gen esta presente en aproximadamente el 60% de los aislados y es el
primer gen en ser identificado que no esta presente en todas las cepas. Este gen
es mas frecuentemente encontrado en personas con ulcera péptica que en
personas con gastritis causadas ambas por esta bateria.?’



Figura N.19 Modo de infeccién de H. pylori''?:
1. H. pylori penetra la capa mucosa del estdbmago y se adhiere a la superficie de la capa mucosa

epitelial gastrica.

2. Produce amoniaco a partir de la urea, para neutralizar el acido gastrico.

3. Migracién y proliferacién de Helicobacter pylori al foco de infeccion.

4. Se desarrolla la ulceracion gastrica con destrucciéon de la mucosa, inflamacién y muerte de las
células mucosas.

1.10.3 Cancer gastrico asociado a infeccién por Helicobacter pylori.

En 1994 Helicobacter pylori fue declarado como carcindégeno de tipo | por la
Agencia Internacional para la Investigacion del cancer.

El adenocarcinoma gastrico se clasifica en 2 tipos: uno intestinal y otro difuso. El
primero predomina en poblaciones de alto riesgo y es mas comun en personas de
edad avanzada. Es precedido por varios cambios histoldgicos, tales como gastritis
activa, atrofia intestinal, metaplasia y displasia. En la segunda las lesiones
precancerosos no han sido bien definidas y se presentan en poblaciones de
menor riesgo, compuestas generalmente por grupos de gente joven.®

La hipotesis que relaciona a esta bacteria con el desarrollo de cancer gastrico de
tipo intestinal, se basa en un dafio progresivo inducido por la presencia de la
bacteria, que lleva a lesiones que evolucionan de gastritis superficial, gastritis
cronica , gastritis atréfica y en esta ultima etapa, hay una infiltracion inflamatoria
importante con agregados foliculares linfoides que destruyen la mucosa a tal
grado, que ocurre pérdida de la funcion y se induce una metaplasia intestinal,
displasia y eventualmente cancer.

Actualmente se estudian dos mecanismos relacionados con esta supuesta
capacidad de Helicobacter pylori de producir cancer. El primero involucra la
posibilidad de generar radicales libres asociada a una infeccién de Helicobacter
pylori, la cual produciria un aumento en la tasa de mutaciéon de la célula
huésped. El segundo mecanismo ha sido llamado ruta perigenética 07 o
involucra la trasformacion del fenotipo de la célula huésped por medio de
alteraciones en proteinas celulares tales como las proteinas de adhesion. Se

ha propuesto la posibilidad de que Helicobacter pylori induzca inflamacion y
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niveles localmente altos de TNF-alfa o interleucina 6. De acuerdo con el
mecanismo perigenético propuesto, las moléculas sefalizadoras de inflamacién,
tales como TNF-alfa, podrian alterar la capacidad de adhesion de las células
epiteliales del estbmago y conducir a la dispersion y migracién de estas células
epiteliales mutadas, sin necesidad de alteraciones adicionales en genes
supresores de tumores (como, por ejemplo, los genes que codifican para proteinas
de adhesioén celular).

La metaplasia intestinal puede ser considerada como una estrategia defensiva, ya
que esta bacteria solo coloniza el epitelio géstrico.90 Entre los factores asociados
con proteccion contra el cancer gastrico se menciona el acido ascorbico, el cual es
secretado contra un gradiente desde la mucosa hacia el jugo gastrico. El papel
protector parece radicar en su habilidad contra inactivar las formas reactivas de
oxigeno, que dafan el ADN, asi como de alterar el mecanismo responsable de la
formacion de compuestos nitrosos.*® Las formas reactivas de oxigeno dafian el
ADN causando rupturas en las bandas del acido nucleido, translocaciones y
delecciones.?® Esta bacteria no tiende a disminuir la secrecién del acido ascorbico
si no de la gastritis cronica causada por la infeccion resulta en una hipoclorhidria

que conduce a un sobrecrecimiento bacteriano.
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1.11 TRATAMIENTO

Existe un gran numero de farmacos que se pueden utilizar en pacientes con
infeccion por Helicobacter pylori. Sin embargo la multiplicidad de farmacos, la
dosis y la duracion del tratamiento asi como las pautas para erradicarlo es muy
diversa, por lo que la decision de escoger uno u otro farmaco para el tratamiento
es dificil. Los tratamientos que se utilizan en la actualidad se basan en
combinaciones dobles, triples o cuadruples.®* El tratamiento para la erradicacion
de Helicobacter pylori fue desarrollado por Borody en 1989, donde se incluyen

medicamentos como Bismuto, Metronidazol y Tetraciclinas.

Para el tratamiento contra la infeccidn por Helicobacter Pylori se han utilizado 3

tipos de terapias:

» Terapia dual: 1 antibiético, se usa un inhibidor de la bomba de protones,
pero puede causar resistencia por las bajas dosis de antibidtico.

» Terapia triple: 2 antibidticos, es la terapia mas recomendada puede
erradicar en un 95% a Helicobacter pylori.

« Terapia cuadruple: 2 antibidticos en dosis elevadas



REGIMEN
MEDICAMENTOSO

DOSIS
TERAPEUTICA

IEFICACIA‘

DURACION
DEL
TRATAMIENTO

TERAPIA DUAL

IBismuto

Amoxicilina

2 tabletas 4x/
[dia

1g 2x/dia

|[Claritromicina 500mg 3x/dia [74% 14 dias
|Omeprazol 40 mg diarios

|Claritromicina 500 mg 3 x/dia {82% 14 dias
Ranitidina 400 mg 2x/dia

TERAPIA TRIPLE.

Tetraciclina 500 mg 4x/ dia

[Metronidazol 250 mg 4x/dia [90% 14 dias




[Clorimetrocina  [500mg 2x/dia [90% 14 dias
[Omeprazol 20 mg 2x/dia

[Ranitidina 40 mg 2x/ dia [90% 14 dias.
|Claritromicina 500 mg 2x/ dia

Amoxicilina 1g2x/dia

Tabla N.2 Tratamiento para la enfermedad causada por Helicobacter pylori.




2. HIPOTESIS: Helicobacter pylori tiene en su genoma segmentos de genes de
virulencia llamados islas de patogenicidad. Un factor de virulencia que es
expresado por la cagPAl es la proteina CagA*. En estudios previos se ha
demostrado que cerca del 60-82% de las cepas de Helicobacter pylori contienen
una isla de patogenicidad cagPAl, si los pacientes infectados con tales cepas
tienen mucha mayor probabilidad de desarrollar ulcera péptica o cancer gastrico,
entonces se espera que exista mayor prevalencia en pacientes con ulcera
péptica, linfoma, cancer gastrico, con respecto a los pacientes con diagnostico

clinico de gastritis superficial.

3. JUSTIFICACION: El 15% de la poblacion infectada, la infeccion se asocia con
el desarrollo de ulcera péptica o cancer, el cual es la segunda causa de muerte

por cancer a nivel mundial.

Aproximadamente el 90% de las ulceras y el 60% de los adenocarcinomas

gastricos han sido atribuidos a la infeccion con Helicobacter pylori.

La infeccion a largo plazo empieza en la nifiez, frecuentemente progresa de una

gastritis atrofica, la cual es el precursor histolégico de un adenocarcinoma gastrico

Cerca del 60-80% de las cepas de Helicobacter pylori contienen una isla de
patogenicidad llamada cagPAIl. Los pacientes infectados con tales cepas tienen
mucha mayor probabilidad de desarrollar ulcera péptica o cancer gastrico en

relacion a los pacientes infectados con cepas cagPAl" .



4. OBJETIVO: Determinar la prevalencia de cepas de Helicobacter pylori cagA* en
pacientes con gastritis, ulcera péptica, linfoma y cancer gastrico por el método de
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para confirmar la relacién existente
entre las enfermedades antes mencionadas (gastritis, ulcera péptica, linfoma y

cancer gastrico) y las cepas de Helicobacter pylori cagA®.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

- Aislar e identificar la bacteria Helicobacter pylori en biopsias de antro y de
cuerpo de personas con diversas enfermedades gastroduodenales.

- lIdentificar si las cepas de Helicobacter pylori son cag A" por medio del
método PCR.

- Determinar la prevalencia de cepas cagA” en las biopsias de pacientes con
diversas enfermedades gastroduodenales.



5. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Los pacientes incluidos en este estudio son de tres hospitales diferentes Hospital
Gabriel Mancera, Hospital de Especialidades y Hospital de Oncologia estos
ultimos de CMN Siglo XXI de la Ciudad de México. De cada paciente se tomaron 4
muestras de antro y 4 muestras de cuerpo. Cada muestra fue clasificada de
acuerdo al diagnostico endoscoépico en los grupos de gastritis crénica, ulcera
péptica, linfoma y cancer gastrico.

El numero de biopsias analizadas corresponde a una poblacion de 121 adultos
incluyendo hombres y mujeres.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 REACTIVOS

Reactivo de Ureasa (Ver anexo)

Reactivo de Perdxido de Hidrogeno al 30% (Ver anexo)
Placas de Oxidasa impregnado de Diclorhidrato de
Tetrametil-p-fenilendiamina (Becton-Dickinson).
Sistema de Velobiosis Gas Pack (Becton-Dickinson).
Reactivo de GES.

Bromuro de Etidio (Ver anexo).

Buffer de PCR 10x (Invitrogen Life Technologies).
Desoxinucleotidos Trifosfatos (ANTP’S) (Ver anexo).
Iniciadores o Primer UREC y cagA3” (Ver tabla).
Taq. Polimerasa (Invitrogen Life Technologies).

VVVVVVYV VVYY

6.2 SOLUCIONES

VV VYVVVVYVY VVVVVYVYYVY

Colorantes para la tinciéon de Gram (Sigma diagnostic’s) (Ver anexo).
Solucion Salina Fisiologica (SSF) (Ver anexo).

Caldo Brucella (Ver anexo).

Placas de Agar Sangre adicionado con sangre de carnero al 5%
Glicerol (Boehringer Mannheim Laboratory Reagent’s).

Agua Inyectable estéril (Secretaria de Salud).

Solucion de Acido Etilen-diaminotetraacético (EDTA) 0.5 M pH 8.0 (Ver
anexo)

Acetato de Amonio 7.5 M (Ver anexo)

Cloroformo (J.T.Baker).

Isopropanol (Ommisolv).

Etanol al 70% (v/v) (Ver anexo).

Solucién amortiguadora de corrimiento TAE Ix para electroforesis en geles
de agarosa (Ver anexo).

Agarosa (Invitrogen Life Technologies).

Marcador de peso molecular para ADN de 1 Kb (Invitrogen Life
Technologies).



>

Solucion amortiguadora de carga de 6x para PCR (Ver anexo).

6.3 CEPAS DE REFERENCIA.

Cepa J99 Control positivo para cag A+ y Urec+

Cepa 8822 Control positivo para cag A+y Urec+

6.4 EQUIPOS.

VVVYVVVYYYYVY

Campana de flujo Laminar (Nuaire).
Microscopio (Olympus Bx 40).

Incubadora de CO; (Nuaire).

Balanza Analitica (Mettler Toledo).
Microcentrifuga (Biofuge Heraeus, Accesolab).
Termociclador (Gene Amp, PCR System 9700).
Procesador de imagenes (Bioquim, Synges).
Potenciometro (Beckman).



6.5 ESQUEMA DE TRABAJO.

Obtencién de biopsias gastricas.

A 4

Aislamiento e identificacidon de Helicobacter pylori: siembra
en medios de cultivo, Gram y pruebas bioquimicas
(catalasa, oxidasa y urea).

\ 4

Propagacién

A 4

Cosechar

v
Caldo Brucella
(4 tubos)

v
Solucién Salina Fisiolégica

A 4

(1 tubo)

Extraccion de ADN por el método de
Wizard Genomic.

\ 4
Genotipificacion ureC
por PCR.

A 4

»| Genotipificacion cagA

Identificacion de los productos de PCR por
electroforesis en geles de agarosa al 2%.

A 4

Visualizacion de las bandas de ureC en el
transluminador UV empleando el
programa syngene.

por PCR.

\ 4

Identificacion de los productos de PCR por
electroforesis en geles de agarosa al 2%.

A 4

Visualizacion de las bandas de cagA en el
transluminador UV empleando el
programa syngene.




6.6 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori.

6.6.1 AISLAMIENTO A PARTIR DE BIOPSIAS GASTRICAS.

Biopsia de

Antro

A 4

A

y

Biopsia de
Cuerpo

Pesar biopsia en los tubos
vacios previamente pesados.

]

Tubo eppendorf de
250pL vacio se pesa
(previamente estéril).

¢—1

Tomar la biopsia y macerar en
los homogenizadores de vidrio
con 250 pL de SSF.

\ 4

Hacer una dilucién 1:10
tomando 50 pL de
homogenizado y agregar 450
pL de SSF

A 4

Tomar del homogenizado 100 pL
y vaciar a una placa de gelosa
sangre con antibidticos
previamente rotulada con A o
C homogenizado.

Sembrar en forma masiva
con asas de plastico

estériles, incubar a 372C

A 4

A 4

Tomar de la dilucién 100 plL y
vaciar a una placa de gelosa
sangre con antibidticos
previamente rotulada con Ao
C homogenizado dil 10-1.

con 10% de CO,, durante
10 dias revisando cada 48
hrs.

6.6.2 CONSERVACION DE MUESTRAS DE Helicobacter pylori.

Estas colonias se resembraron
masivamente (mezcla de colonias

A 4

Buscar colonias convexas,
brillantes, translucidas de
borde circular de 0.5a 1 mm de
didmetro.

\ 4

(pool), y clonas) en 5 cajas de
petri con medio de gelosa sangre
y se incubaron en las condiciones

antes mencionadas.

A 4

A

A estas colonias se les realizd la
identificacién por medio de pruebas
biogquimicas primarias: ureasa,
catalasa, oxidasa y tincion de Gram,
buscando bacilos curvos o espirales
Gram negativos con todas las
pruebas antes mencionadas
positivas.

Se cosechan 1 placa para caldo
Brucella ( 4 tubos en total) y una placa
para SSF. Los caldos Brucella se
refrigeran a -702 Cy las SSF se
guardan a -202C para extraccion de
ADN.




6.7 GENOTIPIFICACION DEL GEN UREC.

6.7.1 EXTRACCION DEL DNA POR EL METODO DE WIZARD GENOMIC.

Método

1. Tubo de 1.5 mL, suspension de bacterias en solucién Salina.

2. Centrifugar a 13,000-16,000 x g por 2 min. para empastelar las células.
Remover el sobrenadante.

3. Adicionar 600uL de solucion de Lisis Nuclear y mezclar suavemente con la
pipeta hasta resuspender las células.

4. Incubar a 80°C por 5 min para lisar las células después enfriar a T.A.

5. Agregar 1.2uL de RNAasa (10 mg/mL) al lisado de células y mezclar unas
25 veces invirtiendo el tubo.

6. Incubar a 37°C por 15-60 min. Enfriar la temperatura a T.A.

7. Adicionar 200uL de solucion de precipitacion de proteinas al lisado tratado
con RNAasa, agitar vigorosamente en vortex a velocidad maxima por 20
seg. para mezclar la sol. De precipitacion de proteinas con el lisado celular.

8. Incubar las muestras con hielo por 5 min.

©

Centrifugar por 3 min a 13,000-16,000 x g

10. Transferir el sobrenadante que contiene el DNA que se va a limpiar a un
tubo de 1.5 ml que ha sido adicionado con 600uL de isopropanol.

11.Mezclar suavemente por inversion hasta que se observan las bandas de
DNA.

12.Dejar precipitar toda la noche (-20°C) 6 a TA.



13. Centrifugar por 10 min a 13,000-16,000 x g.

14.Decantar el sobrenadante y secar el tubo con papel absorbente, para
agregar 600uL de etanol al 70% e invertir el tubo varias veces para lavar el
DNA.

15. Centrifugar 10 min a 13,000-16,000 x g, con cuidado aspirar todo el etanol.

16.Agregar 50-100uL de tris EDTA (TE) al tubo para rehidratar el DNA
incubando 1 HR a 65°C. Mezclar periddicamente la solucion
alternativamente se puede rehidratar dejando el tubo toda la noche a TAo a
4°C.

17.Guardar a 2-8°C



6.7.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

En la genotipificacion de ureC y cagA se emplearon las siguientes condiciones
descritas en la tabla 2.

Reactivos Concentracion final
(25 mL de volumen
final)
Soluciéon amortiguadora para 1x
PCR (Sigma)
Cloruro de Magnesio(Sigma) 1.5 mM
Mezcla de dNTP’s (Sigma) 0.2mM c/u
Mezcla de iniciadores
(Sigma) 0.5uM
Tag-polimerasa 2.5 unidades
Muestra de ADN 1 uL

Tabla N.3 Mezcla de reaccion para genotipificar ureC y cagA por PCR.

Genotipificacién de ureC

Se utilizdé una pareja de iniciadores para amplificar el gen ureC: 5-AAG CTT TTA
GGG GTGTTA GGG GTT T-3'y 5 -AAG CTT ACT TTC TAACAC TAA CGC -3,
amplifica para 294 pb. La reaccion se realizd en un termociclador (Gene Amp,
PCR System 9700).El programa de amplificacion para PCR-ureC fue el siguiente:
Desnaturalizacion inicial 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1minuto, acoplamiento a 60°C por 1 minuto vy
extension a72°C por 1 minuto, y una extensiéon final a 72°C por 4minutos. El
genotipo se determind por electroforesis de los productos de PCR en geles de
agarosa al 2%.

Genoaotipificacion de cagA

Para detectar la presencia del gen CagA, se emplearon la siguiente pareja de
iniciadores CagAR: 5'CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC3' vy CagAF:
5'TTGACCAACAACCACAAACCG AAG3' que amplifica para 128 pb. La reaccion
se realizd en un termociclador (Gene Amp, PCR System 9700).El programa de
amplificacion para PCR-cagA fue el siguiente: Desnaturalizacién inicial 94° C por 4
minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
acoplamiento a 50°C por 45 segundos y extension a72°C por 45 segundos, y una
extension final a 72°C por 5 minutos. El genotipo se determind por electroforesis
de los productos de PCR en geles de agarosa al 2%.



6.7.3 IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR POR
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA AL 2%.

Se preparo agarosa al 2% en solucion amortiguadora TAE concentracion 1x. se
lleno la camara electroforética con la solucion amortiguadora TAE 1x. Se mezclo
perfectamente 5 puL de producto de la reaccion de PCR con 1uL de buffer 6X de
carga concentrado y se adicionaron en los pocitos para someterlos a electroforesis
aplicando una diferencia de potencial de 80-85V. se tifio el gel con Bromuro de
Etidio al 0.06% durante 10 min y se enjuago bien con agar corriente. Se analizaron

y observaron en el transluminador UV empleando el programa Syngene.



7. RESULTADOS
7.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Helicobacter pylori.

En el estudio se procesaron 241* BIOPSIAS (121 biopsias de antro y 120 biopsias de
cuerpo) de pacientes infectados (dos biopsias por paciente). Se tomdé un barrido de
colonias (pool) y clonas (colonia por colonia) por biopsia para la extraccién de DNA vy
genotipificacion de ureC y cagA por PCR. El cuadro clinico fue determinado durante la
endoscopia y por diagnéstico histolégico en cortes por cada biopsia.

. e " ulcera . cancer
Diagnéstico gastritis et linfoma| . .~
péptica gastrico
Biopsias totales 158 32 16 35

Tabla N.4 Numero de biopsias totales trabajadas en este estudio para cada enfermedad
gastroduodenal.

*nota: de un paciente solo se obtuvo una biopsia correspondiente al antro.



Numero de

N. de pacientes

Ertifel('jmegad | pacientes totales infectados por (%)
gastroduodena Helicobacter pylori
Gastritis 79 38 68
Ulcera péptica 16 5 9
Linfoma 8 2 3
Cancer gastrico 18 11 20
TOTAL DE 121
PACIENTES 56 100

Tabla N.5 Resultados de la frecuencia y porcentaje de enfermedades gastroduodenales

en los pacientes infectados con Helicobacter pylori.




7.2 Genotipificacion de ureC por PCR.

Para corroborar que todas las cepas aisladas eran Helicobacter pylori se le realizo la
genoatipificacion de ureC.

Diagnéstico gastritis che_ra linfoma cancer
péptica gastrico
Ndmero de pacientes 74 16 8 18
totales
Pacientes con Biopsias
positivas para Helicobacter 38 5 2 11
pylori.
% prevalencia 48 31 25 60

Tabla N.6 Resultado de la prevalencia de Helicobacter pylori en pacientes con
enfermedades gastroduodenales.

Mediante la identificacion por electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa
al 2% se determino el genotipe ureGs empleando un marcador molecular de 1Kb y un
control positivo.

Marcador de 1Kb

300pb
200pb

264pb

100pb

Figura 20. PCR-ureC en biopsias gastricas. Lineas 2 y 6 controles negativo y positivo, respectivamente. Linea 3 ureC
negativo y lineas 4 y 5 ureC positivo (294 pb). Lineas 1y 7 marcador molecular de 1 Kb.



7.3 Genotipificacion de cagA por PCR.

Para cada cepa positiva para ureC se le realizo la genotipificacion de la region completa
de cagA. En el grupo de gastritis se obtuvo 74% (28/38). Para el grupo de ulcera péptica
el 80%(4/5), del grupo de linfoma 100% (2/2) y para el grupo de cancer gastrico 100%

(11/11).

. oy " ulcera . cancer
Diagnéstico gastritis e linfoma PP

péptica gastrico

Pacientes con Biopsias positivas
para Helicobacter pylori 38 S 2 1
Pacientes con Biopsias positivas 8 4 5 11
para el gen cagA+

% 73.684 80 100 100

Tabla N.7 Prevalencia del gen cagA en pacientes infectados con Helicobacter pylori con

diversos diagnosticos gastroduodenales.




También se encontrd cultivos mixtos en las biopsias de los pacientes que estan
infectados con Helicobacter pylori cagA+ 6 sea que hay cepas que no presentan
dicha proteina y que ambas estan colonizando el antro o el cuerpo en el estomago

del paciente.

. e . ulcera . cancer
Diagnéstico gastritis péptica Linfoma gastrico
Pacientes con Biopsias positivas para 38 5 2 11
Helicobacter pylori
Pacientes con Biopsias positivas para 8 4 5 11
proteina CagA+
Pacientes con Biopsias con cultivo mixto 20 y 0 5
(CagA+ y CagA-)
% con respecto a las biopsias CagA+ 71.42 25 0 45.45

Tabla N.8 Numero de pacientes con biopsias cagA+ donde se encontré cultivo mixto.




Mediante la identificacién por electroforesis de los productos de PCR en geles de
agarosa al 2% se determiné el genotipo cagA empleando un marcador molecular
de 1Kb y un control positivo.

140 Kb

Figura N. 21. Amplificacion del gen cagA de H. pylori. Los pozos corresponden a 8: marcador de
peso molecular 1 Kb, 2: control positivo, 1: control negativo, 3,5 y 7 paciente negativo, 4 y 6:
pacientes positivos.



8.DISCUSION

La proteina CagA de Helicobacter pylori es un antigeno inmunodominante
caracterizada por su elevada antigenicidad a pesar de representar un bajo peso
entre las proteinas celulares. Las cepas de Helicobacter pylori pueden ser
divididas en dos grupos basados en la presencia o ausencia del gen cagA. En
este estudio se encontrd una relacién entre la presencia de gen cagA con el
desarrollo de diferentes enfermedades gastricas como son gastritis, ulcera péptica,
linfoma y cancer gastrico. La presencia de este gen es reconocido como un
importante marcador de las especies, que les confiere un riesgo incrementado
para el desarrollo de las enfermededades antes mencionadas.

En este trabajo, la determinacién de pacientes positivos a la infeccion se
determiné mediante el aislamiento de Helicobacter pylori por cultivo de biopsias
gastricas.

Después para poder confirmar que si fuesen Helicobacter pylori y no basarse en
un falso positivo se realizd6 PCR para el gen ureC ya que éste es un método con
mayor sensibilidad que el cultivo de estas. A todos los pacientes que dieron
positivos en la prueba de cultivo también dieron positivos para la PCR UreC ya
que es un gen exclusivo de esta bacteria, obteniéndose una incidencia mayor en
pacientes con diagnostico de cancer gastrico 60%(11/18), en forma decreciente se
obtuvo una proporcion de 48% (38/79) en pacientes con cuadros clinicos de
gastritis, una incidencia del 31% (5/16) en pacientes con Uulcera péptica y
finalmente 25% (2/8) en pacientes con linfoma (Ver tabla 5).

Entre un 60 a un 70% de las especies de Helicobacter pylori contienen el gen
denominado cagA(gen asociado a la citotoxina), que codifica para una proteina de
128 KDa denominada CagA. Este gen representa una parte de una gran entidad
genomica denominada isla de patogenicidad. En este trabajo todas las biospias
que dieron positivas para Helicobacter pylori se les realizd6 una PCR para saber si
eran cagA positivas y se encrontré que de los 38 pacientes con gastritis 28 de
ellos dieron positivas para el gen cagA las cuales representan 74%, de los 5

pacientes con ulcera gastrica 4 dieron positivas para el gen cagA (80%), en las



biopsias de pacientes con linfoma se obtuvo un 100% de positividad para este gen
al igual que en pacientes con cancer gastrico ( Ver tabla 6). Entonces como se
puede ver estos datos nos muestras una predominancia en la expresion del gen
cagA segun el tipo de enfermedad. En este caso se observd que hay
predominancia en las personas con gastritis y ulcera péptica, pero este estudio
revelo que las personas con diagnostico de linfoma y cancer gastrico tienen cepas
de Helicobacter pylori que expresan en su totalidad el gen cagA . Entonces si a
mayor tiempo de exposicion de cepas cagA positivas de esta bacteria aumenta el
riesgo de desarrollar enfermedades gastricas mas severas iniciando por una
gastritis leve, es por eso que se observo en todas biopsias de cancer que son
positivas para Helicobacter pylori todas son cagA positivas al igual que las
biopsias de linfoma.

Se encontré que los pacientes con las enfermedades antes mencionadas
presentan infeccion mixta lo que sugiere la presencia de infeccion multiple debido
a que tienen cepas de Helicobacter pylori cagA positivas y cagA negativas(Ver
tabla 7). Para los casos de gastritis el 70% presenta una infeccion multiple, el 25%
en personas con ulcera péptica , en cancer gastrico el 45% mientras que en
pacientes con linfoma no se encontré infeccion multiple porque todas las cepas de
Helicobacter pylori son en su totalidad cagA positivas. Este resultado se debe a
que el estbmago normal carece de tejido linfoide organizado, siendo la infeccién
cronica por la bacteria Helicobacter Pylori la responsable de la aparicion de tejido
MALT en la mucosa gastrica.*'

Existe una estrecha relacion entre la infeccion por Helicobacter Pylori vy el
desarrollo de linfoma MALT gastrico, demostrado por diferentes estudios. En
estudios epidemiologicos se ha observado una significativa prevalencia de
infeccion por Helicobacter pylori en pacientes afectados con el linfoma MALT, con
una tasa de infeccion cercana al 100%.'%

La infeccion por esta bacteria se asocia con el 90% de los pacientes con linfoma
gastrico MALT de bajo grado, este padecimiento representa alrededor del 10% del
total de linfomas y un 3% del total de neoplasias gastricas.®



Se ha demostrado que el desarrollo del linfoma gastrico MALT depende de la
activacién de los linfocitos T por Helicobacter pylori, lo que provoca la secreciéon de
diversas quimiocinas (IL-2, IL-8), que a su vez estimulan a los linfocitos B
localizados en la corona externa de los foliculos linfoides, estos inducen una
transformacién maligna en células centricitroides marginales que infiltran y
destruyen el epitelio mucoso, formando las lesiones caracteristicas de este tipo de
linfomas.>*

El proceso comienza con una colonizacion e inflamacién aguda de la mucosa
gastrica por esta bacteria con destruccién de foveolas gastricas. Se aloja en ellas
creando una nube de amonio gracias a que posee una enzima, la ureasa, para
defenderse del medio acido. Alli actua extracelularmente sobre las vacuolas de
mucina, provocando en muchos casos una erosion de la mucosa.%®
La inflamacion aguda evoluciona a una inflamacién crénica, con aumento de
linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos.''® La respuesta del hospedero para la
infeccion es la induccion de dano al epitelio gastrico y por consiguiente dafio por
la patogenicidad de la bacteria. Durante la fase temprana de la infeccion, la unién
de Helicobacter pylori a las células del epitelio gastrico, en particular a través de
BabA y por cepas que contengan las isla de patogenicidad cag, resultan la
produccion de IL-8 y otras quimiocinas, de tal modo las células epiteliales mandan
una senal para activar el péptido (ENA-78) el cual es activador de los neutrofilos y
el oncogén a relacionado con el crecimiento (GRO-a). ElI Factor Nuclear kB (NF-
KB) y la respuesta temprana de el factor activador de la transcripcién de la proteina
1 (AP1) son los mensajes intracelulares relacionados en este proceso. Las
quimiocinas secretadas por las células epiteliales y los proteoglicanos, generan
un gradiente con polimorfonucleares y estos son reclutados. La fase crénica de
gastritis por Helicobacter pylori se asocia una respuesta de linfocitos con
respuesta innata inicial. El reclutamiento linfocitico es facilitado por la expresion
mediada por quimiocinas de sefalizacion vascular como son la molécula de
adhesion molecular al endotelio 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesion intracelular
1 (ICAM-1) que son requeridas para la extravasacion linfocitica. Los macréfagos

que participan en la produccion de IL-8 la cual es una citocina proinflamatoria



involucrada en la activacion de el reclutamiento celular, en particular de las células
T (ThO,Th1 y TH2), que responden con una respuesta parcial para Helicobacter
pylori. Los linfocitos Th1 liberan Interferén gamma (INF-y) que induce la expresién
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad I, (MHC) y moléculas accesorias B7-1
y B7-2 por las células epiteliales, formando un componente para la presentaciéon
de antigeno. La citotoxina VacA y las regulan la apoptosis inducida por el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)iniciando la desorganizacién de la barrera
epitelial, facilitando la translocacion de los antigenos bacteriales e iniciando aun
mas la activacion de los macréfagos. Las citocinas producidas por los macréfagos
pueden alterar la secrecion de moco contribuyendo al rompimiento de la lamina
gastrica que ya ha sido iniciado por Helicobacter pylori. Las citocinas producidas
en la mucosa gastrica inducen cambios en la secrecidn de acido y homeostasis.
TNF-y, IL-1B e IF-y aumentan la relacion de gastrina, estimulando parenteral y
enterocromafin a las células y su secrecion de acido. TNF-a también induce una
disminucién en el numero de células antrales, iniciando una disminucién en la
produccion de somatostatina y cambiando indirectamente la produccion de
acido."

Inicialmente puede existir una gastritis antral difusa y los linfocitos emigran al
territorio gastrico, hasta los capilares de la lamina propia.2® En el curso de la
gastritis cronica pueden aparecer foliculos linfoides y agregados linfaticos en la
base de la mucosa gastrica, lo que constituye el llamado tejido MALT. Este es el
substrato anatdmico necesario para que se desarrolle un linfoma MALT.

La proliferacién tumoral de los linfocitos B es secundaria a una activacion
especifica de linfocitos T reactivos. Estos linfocitos T son activados
especificamente por Helicobacter pylori y las citocinas del huésped como fue

explicado en el parrafo anterior.

En la actualidad no se conoce con exactitud el papel que desempena Helicobacter
pylori en la carcinogénesis; sin embargo, se ha propuesto que puede actuar a
través de diversos mecanismos tales como incrementando la proliferaciéon de las

células gastricas en pacientes con ulcera duodenal y gastritis infectados con



Helicobacter pylori en comparacion con los no infectados®’, excretando lipasas y
proteasas que degradan la mucina gastrica haciéndola menos viscosa y por
consiguiente con insuficientes propiedades protectoras de la mucosa® y
finalmente elevando la concentraciéon intragastrica de amonio, que al reaccionar
con reactivos intermediarios de oxigeno (ROIs) y nitritos, ocasionan dafios
oxidativos al DNA del hospedero. De tal forma que Helicobacter pylori podria
actuar indirectamente como un agente mutagénico haciendo posible que
alteraciones del DNA causadas por fragmentacion o por sustancias carcinogénicas

generen mutaciones estables.

En el trabajo se encontr6 una diferencia significativa en cuanto al porcentaje
obtenido con los resultados para el diagndstico inicial de Helicobacter pylori para
las personas con diagnodstico de gastritis y Ulcera péptica ya que para el primero el
reportado es de 90% y el obtenido fue de 48% y para el segundo el rango es de
70-90% vy el encontrado fue de 31%, esto se debe a que las biopsias de los
pacientes fuerén tomadas cuando las persona acudierébn a un estudio de
endoscopia y a partir de ahi se tomaba la desicion de tomarlas sin conocer su
historia clinica y por lo consiguiente se desconoce si la enfermedad era incial o si
ya habia sido diagndsticada con alguna de estas enfermedades y habia recibido
tratamiento para erradicar la bacteria, ya que los estudios con los que se esta
haciendo comparacion son un grupo de personas clasificadas en base a su
historia clinica y no tomadas al azar. Ademas existen otros factores
independientes a Helicobacter pylori los cuales son causantes de estas
enfermedades como son la dieta, consumo de alcohol, tabaquismo y factores

genéticos.

Al comparar la prevalencia de cepas de Helicobacter pylori cagA* reportados en
trabajos anteriores con los resultados obtenidos en este trabajo se puede ver que

existe una gran similitud ya que en pacientes con gastrtitis se obtuvo un 74 %



mientras que el reportado es de 76%%, en pacientes con ulcera péptica se obtuvo
un resultado de 80% comparado con el reportado que es de 87% para ulceras
duodenales y 76% para ulceras géstricas”, en pacientes con cancer el reportado
es de 95%'° y en personas con linfoma es de 98.5%>" mientras que el obtenido
es de 100%.

En este estudio se puede ver la alta prevalencia de las cepas cagA®. Las bases
para desarrollar este tipo de enfermedades no es por estar solamente infectado
por Helicobacter pylori tambien intervienen varios factores de riesgo como el nivel
socio-economico, las practicas de higiene, hacinamiento, tabaquismo, consumo
alto de sal en la dieta, el consumo de alcohol entre otros, asi también, factores del
huésped como la predisposicion genética, el tipo de Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y el tipo de antigeno Lewis etc., influyen en la infeccién y

determinan el desarrollo de la enfermedad .'% ?’



9. CONCLUSIONES

A partir del cultivo de biopsias de antro y de cuerpo se obtuvo un pool y clonas a
las cuales se les realizd las pruebas bioquimicas primarias y las que dieron
positivas se confirmaron que fueran Helicobacter pylori por medio del método de
PCR y asi se corrobord su presencia, ya que dieron positivas para el gen UreC
debido a que todas las cepas de esta bacteria expresan este gen, después por el
mismo método PCR se identificaron las cepas cagA positivas y se observé en
que pacientes era mayor su prevalencia. Se encontrdé que en pacientes con ulcera
gastrica y gastritis hay menor prevalencia de este tipo de cepas ya que hay otros
factores que pueden causar este tipo de enfermedades como la dieta, consumo de
alcohol, etc., también estos mismos pueden aumentar la severidad del problema a
las personas que ya tienen alguna de estas enfermedades; ademas si no se da el
tratamiento adecuado a los pacientes que poseen las cepas antes mencionadas,
se puede llegar a desarrollar otras enfermedades como son linfoma y cancer
gastrico debido a que estas cepas tienen mayor virulencia debido a que
contienen la isla de patogenicidad en especifico el gen cagA, y es por eso que en
estas personas se encontré mayor prevalencia de cepas cagA positivas.

En este trabajo se observd que los pacientes con las enfermedades antes
mencionadas presentan infeccion mixta lo que sugiere la presencia de infeccién
multiple debido a que tienen cepas de Helicobacter pylori cagA positivas y cagA

negativas.
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11. Anexo

11.1 Reactivos

>

A\

Reactivo de ureasa. Disolver 20 mg de KHy;PO, y 200 mg de
urea(Sigma Diagnostic’'s) en un volumen final de 10 ml con agua
destilada. Adicionar 12uL de rojo de fenol al 1%. Ajustar el pH a 6.8 si es
necesario. Filtrar al vacio utilizando poro de 0.22 ym.

Reactivo de Peréxido de Hidrogeno al 30%. Mezclar 30 ml de
peréxido de Hidrogeno concentrado (Sigma Diagnostic's) con 70 ml de
agua destilada.

Placas de Oxidasa impregnado con Diclorhidrato de Tetra-metil p-
Fenilendiamina (Becton-Dickinson).

Sistema de velobiosis Gas Pack. (Becton Dickinson)

Bromuro de Etidio. Preparar una solucion de Bromuro de Etidio
(Sigma) al 0.06% en solucion de agarosa al 2%.

Buffer de PCR 10X (Invitrogen Life Technologies)

Cloruro de Magnesio 50mM (Invitrogen Life Technologies)
Desoxinucleotidos trifosfatos (ANTP’s). Preparar una mezcla con 10
ML de cada desoxinucledtido trifosfato 100 mM dATP, dCTP,dGTP y
dTTP ( Invitrogen Technologies) y anadir 60 yL de agua libre de
nucleasas.

Iniciadores o primer

Taq polimerasa ( Invitrogen Life Technologies).



11.2 Soluciones

>

A\

Colorantes para la tincion de Gram (Sigma Diagnostic's)

% Soluciéon de cristal violeta. Cristal violeta 2.3% (p/v) oxalato de

amonio 0.1% (p/v). Etanol 20% (v/v).
+ Solucion de yodo. Yodo 0.33% (p/v). loduro de potasio 0.66%
(p/v).

% Solucion decolorante. Isopropanol 75% (v/v). Acetona 25% (v/v).

% Solucién de safranina. Safranina 6% (p/v), etanol20% (v/v).
Solucién Salina Fisiolégica (SSF). Disolver 9 g de cloruro de sodio
(Sigma Diagnostic’s) en 1 L de agua destilada y esterilizar.
Caldo brucella. Suspender 28 g de medio (Becton-Dickinson) en 1 L
de agua destilada. Disolver y calentar para su disolucion completa si es
necesario. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Placas de Agar Base Brucela adicionado con sangre de carnero al
5% con y sin antibiéticos(Anexo010.3)
Glycerol (Boheringer Manheim Laboratory Reagent’s)
Agua inyectable estéril (Secretaria de Salud)
Solucién de Acido Etilen-diaminotetraacético (EDTA) 0.5 M pH 8.0.
Disolver 18.61 g de EDTA y 2 g de Hidréxido de sodio en 80 ml de agua
destilada. Ajustar el pH si es necesario y llevar a un volumen final de 100
ml con agua destilada.
Acetato de amonio 7.5 M. disolver 60 g de Acetato de Amonio en 100
ml de agua destilada.
Isopropanol (Ommisolv)
Etanol al 70% (v/v) mezclar 70 ml de Etanol ( J.T Baker) con 30 ml de
agua destilada.
Soluciéon amortiguadora de corrimientos Tris-Acetato EDTA (TAE
50x) para electroforesis en geles de agarosa. Disolver 242 g Tris base
en 57.1 mL de acido acético glacial y adicionar 100 mL de EDTA 0.5 M.
aforar a 1 L con agua destilada. Ajustar el pH a 8.0 si es necesario.
Solucién amortiguadora de corrimiento TAE 1x para electroforesis
en geles de agarosa. Tomar una alicuota de 20 ml de TAE 50x y aforar

a 1000 mL con agua destilada.



» Agarosa (Invitrogen Life Technologies).

» Marcador de peso molecular para ADN de 1Kb (Invitrogen Life
Technologies).

» Solucién amortiguadora de carga 6x para PCR. Preparar una solucién
con 0.25% de Azul de bromofenol, 0.25% de Xileno y 30% de Glicerol en

agua.

11.3 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Medio agar sangre de carnero al 5%

Suspender 40 g de polvo en 1000 mL de agua purificada. Mezcle bien.
Caliente Agitando Frecuentemente y hierva durante un minuto para disolver
completamente el polvo.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Para la preparacion de agar sangre, enfrié la base a 45-50°C y agregue 5% de

sangre desfibrinada estéril.

Formula de base agar sangre

Infusidon de musculo cardiaco, a partir de sélidos...................... 20g
Caseinas digeridas por enzimas pancreaticas............................ 13.0g
Extracto de levadura...........ccoooiiiiiiii 50¢g
Cloruro de SOAI0. ....vuiiiiie i, 50g9
e = | P 15.049g



Medio Agar sangre de carnero al 5% con antibi6ticos

Suspender 40 g de polvo en 1000 mL de agua purificada. Mezcle bien.
Caliente Agitando Frecuentemente y hierva durante un minuto para disolver
completamente el polvo.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Para la preparacion de agar sangre, enfrié la base a 45-50°C y agregue 5% de
sangre desfibrinada estéril.

Antibioticos utilizados para agar sangre con antibiético

ac. Nalidixico................couee. 10 mg
Trimetropin...........ocoiiiii, 5 mg

Vancomicina................ooeeeennnn. 3 mg
Anfotericina................o.oon. 2 mg

Se prepara una alicuota madre de 10 mL de H,O: pesando de cada antibidtico:
Ac. Nalidixico........................ 01g

Trimetropin............c.ooiieni. 0.05¢g
Vancomicina.................oene.. 0.03 g
Anfotericina.......................... 0.02g

Adicionar la suspensién de antibioticos cuando ya se le ha adicionado la sangre

de carnero a la base de agar sangre.



11.4 IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Helicobacter pylori

10.4.1 Tincién de Gram. En un portaobjetos limpio poner una gota de agua

destilada o solucion salina, tomar con el asa una colonia de Helicobacter pylori
y homogenizarla con el agua, realizar una fijacion pasandola sobre el mechero.
Realizar la tincion de Gram cubriendo el frotis con unas gotas de colorante
Cristal Violeta, dejar reposar 1 minuto y enjuagar con agua corriente. Adicionar
unas gotas de solucion mordente de Lugol, dejar reposar durante 1 minuto, y
enjuagar con agua corriente. Decolorar con unas gotas de alcohol-acetona
durante unos segundos y enguajar rapidamente. Adicionar el colorante de
contraste de Safranina dejando reposar por 1 minuto, enjuagar y secar
perfectamente. Observar al microscopio a 10 x, 40x, y 100x para la busqueda
de Helicobacter pylori buscando bacilos curvos Gram negativos con aspecto de

coma o espirales.

10.4.2 Prueba de Oxidasa. Tomar unas colonias de Helicobacter pylori e

impregnar sobre la placa de oxidasa que contiene el reactivo Diclorhidrato de
tetrametil-p-felineldiamina, esperar unos segundos hasta observar
inmediatamente la reaccion positiva con un cambio de coloracion a azul

intenso.

10.4.3_Prueba de catalasa. Picar una colonia de Helicobacter pylori, inocular

en aproximadamente 1.5uL de perdxido de hidrogeno al 30%. Observar

inmediatamente efervescencia.

10.4.4 Prueba de Ureasa. Adicionar una alicuota del reactivo de urea en un

pequefio pozo, inocular una asada de cepa a estudiar y homogenizar. Esperar
unos minutos hasta que la reaccion se evidencie con un cambio de coloracion

del reactivo a rosa mexicano.
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