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I. INTRODUCCI ON

En 1983 los médicos australianos Robin Warren y Barry Marshall
cultivaron una bacteria procedente del estdmago de un paciente con
ulcera y gastritis. Esta bacteria espiral, que inicialmente recibio el
nombre de Campilobacter pyloridis es conocida actualmente como
Helicobacter pylori'?. Su secuencia genética se establecid hasta
1997°.

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa curvada o
espiral, que mide aproximadamente de 2 a 3 pm, posee seis
flagelos unipolares que le dan gran movilidad, es un
microorganismo microareofilico (10% de CO,)* que se encuentra de
forma predominante debajo de la mucosa gastrica del estbmago vy
del duodeno®.

Esta bacteria tiene gran importancia médica debido a su implicacion
en la patologia gastroduodenal®. Ha sido reconocida como el agente
causal mas importante de Ulcera duodenal ’ y Ulcera gastrica, ® y
tiene un papel importante en la patogénesis del cancer gastrico®. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a esta
bacteria como carcinogénica Tipo 1'°. El 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 diagnostico se realiza generalmente en estadios
avanzados, lo que se asocia con una alta tasa de mortalidad?.

Hoy sabemos que la infeccion por H. pylori es la enfermedad
bacteriana crénica mas extendida del mundo'. Se estima que el 50
% de la poblacion mundial esta infectada por esta bacteria, ' con
una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo donde
las tasas de infeccion alcanzan hasta el 95%, y se presentan
durante la infancia entre un 70 y 80%,'® mientras que en los paises
desarrollados varia del 19 al 57%," concentrandose en la edad
adulta con prevalencias del 60%'®. En México, la prevalencia de la
infeccion por H. pylori es de 66%'®.

Se ha postulado que la infeccidbn con Helicobacter se adquiere
temprano en la vida'®. Se han propuesto por lo menos tres opciones
de infeccién: transmisiéon oro-oral, gastro-oral y feco-oral®.
Recientemente la via de transmision mas aceptada es la de
persona a persona (oro-oral),?’ puesto que se ha hallado

1,2 o bien la identificacion de su

Helicobacter en la placa denta
genoma en saliva.?* La trasmisién oro-gastrica se apoya en la
ocurrencia de algunos brotes asociados con manejo y desinfeccion
inadecuada de endoscopios.”® La bacteria se ha aislado en la

materia fecal; por lo que se plantea asi la hipétesis de la transmision

feco-oral de la infeccion®®. Se ha propuesto que factores como la



edad, el bajo nivel socioeconémico y la higiene deficiente juegan un
rol importante en la infeccion®” 22, A pesar de la alta incidencia de la
infeccion por H. pylori a nivel mundial, no todas las personas
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 ha reportado que la patogenia de H. pylori se debe a factores de
virulencia como: la produccion de ureasa. El jugo gastrico normal
posee un pH < 4, el cual confiere un caracter bactericida y por tanto
capaz de eliminar a muchas de las bacterias que llegan al estdmago
con la ingesta de agua y alimentos, sin embargo H. pylori tiene la
capacidad para sobrevivir en ese ambiente acido, la ureasa
(codificada por 7 genes del cromosoma ureA a ureG) le permite la
adaptacion al pH del estdmago, mediante la hidrolisis de la urea,
cuyos productos (amonio y carbamato) se descomponen para
producir amonio y acido carbénico, el amonio es un agente
neutralizante de &cido hidroclorhidrico del estémago® lo que le
permite a la bacteria rodearse de un medio alcalino protegiéndose
de la secrecion acida gastrica, este proceso permite que H. pylori se
mueva rapidamente y atraviese la mucosa gastrica para llegar al

epitelio gastrico®. El potencial de virulencia de esta enzima se

refleja en la fuerte respuesta de inmunoglobulinas séricas generada



contra ella, detectada en pacientes con gastritis activa debido a H.
pylori %.

Un factor de virulencia importante es una proteina de membrana
externa denominada Proteina Asociada a la Citotoxina (cagA), la
cual es codificada por el gen cagA,* aproximadamente el 50-70 %

3536 ol cual es un

de las cepas de H. pylori poseen este gen
marcador genético para una isla de patogenicidad (cag PAl)
constituida por 31 genes®’. Las cepas de H. pylori que presentan el
gen cagA han sido asociadas con ulceracidén péptica y con cancer

gastrico®°,

En los paises desarrollados el 60% de las cepas son
cagA+, pero en los paises subdesarrollados la proporcion de cagA+
se estima que es mayor™. Las cepas cagA+ al ser mas virulentas
estan asociadas con la ulceracion duodenal, gastritis atréfica,
adenocarcinoma y se ha descrito que producen una profunda
inflamacion con una densidad bacteriana en el antro gastrico de
alrededor de 5 veces mas que la inducida por cepas cagA."’

La produccion de una citotoxina vacuolizante (vacA) es, sin lugar a
dudas otro factor de virulencia importante de H. pylori en el
desarrollo de las enfermedades gastricas, causa degeneracion
vacuolar de las células gastricas epiteliales y ulceracion de la

mucosa gastrica’’. Estad codificada por el gen vacA, este se

encuentra presente en todas las cepas de H. pylori en dos



regiones,* la regién s (la secuencia de la sefial) que existe con los
tipos alélicos s1 o s2 y la regidn m (regién media) presente como
los tipos alélicos m1 o m2**. Las cepas de Helicobacter pylori que
presentan las variante alélicas s1/ml1 producen altos niveles de la
citotoxina.*®

Recientemente se ha demostrado que algunos factores de
adherencia bacteriana contribuyen a la patogenicidad de H pylori.
Asi, la proteina de membrana externa BabA2, codificada por el gen
babA2 de H. pylori, favorece la adherencia con un epitope del
antigeno de grupo sanguineo Lewis B (LeB) expresado en las
células gastricas humanas. La adherencia de H. pylori via BabA2
actua como un mecanismo eficiente en la liberacion de VacA y
CagA, asociandose con la patogénesis, tal como atrofia o
metaplasia intestinal*.

La identificacion de los genes vacA y cagA permite diferenciar las
cepas con mayor virulencia asociadas con cuadros clinicos mas
severos.*

El diagnostico clinico de la infeccion por H. pylori se basa en
diferentes métodos que varian en su grado de agresividad, eficacia
y disponibilidad en términos de costo-beneficio.*’*® Los primeros
informes sobre el hallazgo de H. pylori se realizaron analizando

biopsias gastricas, o que llevé a definir una serie de métodos



diagnosticos basados en el analisis de tejidos, o sea cuyo
prerrequisito era la gastroscopia y por ende la biopsia, de ahi que
esos métodos fueron denominados “invasivos” (como son los cortes
histolégicos o improntas de las biopsias o bien el cultivo y las
pruebas de ureasa); en contra posicion con aquellos otros
desarrollados mas tarde, que no requieren biopsia y que se
denominan “no invasivos”. Dentro de estos ultimos los dos mas
utilizados son la serologia y la prueba de carbono marcado en el
aliento de pacientes. Sin embargo, recientemente se ha disefiado
una prueba para la deteccion de antigenos de Helicobacter, cuya
correlacion es excelente con respecto al hallazgo de la bacteria en
la biopsia*®, de tal manera que con esta técnica se logra el
diagnostico mediante la determinacion de la respuesta del huésped
a la infeccion por medio de anticuerpos anti H. pylori en el suero del
paciente®’*®. Esta técnica es de primera atencion puesto que puede
ser critica para la fiabilidad del diagnéstico®.

La infeccién por H. pylori induce a una respuesta inmune local y
sistémica. La respuesta inmune a H. pylori al nivel de la mucosa es
predominantemente de tipo IgA51, mientras que la sistémica es
esencialmente a inmunoglobulinas de la clase IgG®. La deteccién
de la respuesta sistémica del tipo IgA no ha sido un hallazgo

importante y los titulos de anticuerpos a un conjunto de antigenos



de células completas de H. pylori se han demostrado mas altos para
la clase 1gG.>**®

Se han desarrollado varios métodos serologicos para la deteccion
de H. pylori®. Las pruebas seroldgicas constituyen un medio
sencillo y poco invasivo para la deteccidén de esta infeccion. Existen
diferentes métodos aplicables al diagnostico seroldgico, siendo el
método de ELISA el mas sensible y el mas utilizado®. Por otro lado,
las pruebas de PCR han permitido la identificacién del genoma de la
bacteria en saliva, placa dental y heces, aparte de los tejidos
gastricos, por lo que estas pruebas bien podrian considerarse tanto
como meétodos diagndsticos no invasivos o invasivos, segun la

muestra empleada®®.



Il. ANTECEDENTES

e Eugenia M. Quintana y cols. en el 2002 hicieron un estudio
sobre el valor diagnostico de anticuerpos anti-H. pylori utilizando un
método de ELISA comercial y dos preparados en el laboratorio, y
obtuvieron que el 83% de los pacientes presentaron infeccion por H.
pylori. En la determinacion de IgG anti-H. pylori, el método de
ELISA comercial presentd la sensibilidad diagnodstica mas alta

(76%).%

e En 1997 Manuela Donati y cols. detectaron anticuerpos séricos
para vacA y cagA, donde los anticuerpos séricos IgG para vacA

estuvieron presentes en el 69% de los pacientes.®

e En el 2006, Garza Yado y col. realizaron un estudio sobre la
prevalencia de seropositividad a anticuerpos IgG e IgM contra
Helicobacter pylori en el personal médico residente del Hospital
Universitario de Puebla, donde obtuvo que la prevalencia de
seropositividad de anticuerpos IgG e IgM fue del 24.6 y 33.3%,
respectivamente, mientras que la prevalencia de seropositividad

combinada de IgG e IgM fue del 43.9%.°%



e Cuevas Acuia y cols. en el 2006, estimaron la frecuencia de
infeccion por Helicobacter pylori en pacientes con uUlcera crénica del
Hospital Universitario de Puebla y obtuvieron que el tipo de Ulcera
cronica mas frecuente fue la persistente en 56.7%. La frecuencia de
positividad de anticuerpos IgG contra Helicobacter pylori fue del
60.0%, para IgM del 33.3% y para antigeno en heces del 60.0%. La
combinada IgG, IgM, antigeno en heces, prueba rapida de ureasay

estudio histolégico fue del 83%."

e Paniagua Contreras y cols, en el 2007, establecieron la
prevalencia de H. pylori y de los genotipos vacA y cagA en la saliva
de pacientes con gastritis, obtuvieron que el 74% de pacientes fue
positivo para anticuerpos IgG contra H. pylori y la bacteria fue
detectada por PCR anidado en el 87% de los pacientes. Los
genotipos vacA y cagA fueron detectados en el 45% (n = 27) de los
pacientes positivos para H. pylori; 10% vacA m2 (n = 6); 8.3% vacA

sl (n=5).°

e L. Lobo Gatti y cols, en el 2003, elaboraron un estudio sobre
Helicobacter pylori y los genes vacA y cagA en nifios de Brasil con

gastritis cronica, los resultados indicaron que la genaotipificacion de



cepas de H. pylori, indican que no existe una relacion de gastritis

crénica infantil en pacientes con vacA s1.%’

e En el 2004 Camargo M. Constanza y cols, determinaron la
seroprevalencia de Helicobacter pylori en los adolescentes
mexicanos, donde la seroprevalencia de H. pylori fue de 47.6% en

preadolescentes y 48.6% en adolescentes.®



Ill. OBJETIVOS

Objetivo general

e Correlacion de los niveles séricos de IgG anti-Helicobacter pylori

con la variantes alélicas del genotipo vacA.

Objetivos particulares

e Identificacibn de  Helicobacter pylori en el estbmago de
pacientes con gastritis cronica mediante PCR anidado.

e Detectacion de los alelos de vacA de H. pylori en los cultivos
gastricos de los pacientes por medio de PCR multiplex.

e Cuantificacion de los niveles séricos de IgG anti-H. pylori en los
pacientes con infeccion gastroduodenal por el método de ELISA.

e Correlacionar los niveles séricos de IgG, con la variantes alélicas
del genotipo vacA, a si como con el diagnostico endoscopico de H.

pylori con la patologia gastroduodenal.



IV. MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes y toma de productos.

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron pacientes con
diagnostico de infeccion gastroduodenal, en el departamento de
Endoscopia del Hospital General Regional 72 del IMSS, ubicado en
el municipio de Tlalnepantla, Estado de México. A cada paciente se
le tomd una biopsia gastrica que fue colocada en un tubo eppendorf
con medio o caldo de Brucella Broth enriquecido con suero de
sangre de caballo y para la obtencion del suero, a cada paciente en
estado de ayuno se le extrajo una muestra de sangre de 5 ml por el
meétodo de puncidn sanguinea, las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Analisis Clinicos en la CUSI-Iztacala, donde las
biopsias gastricas se maceraron en el mismo tubo con un palillo
para posteriormente ser inoculadas en agar casman con sangre de
caballo y suplemento DENT y después se incubaron a -20 °C por
cinco dias para su utilizacion posterior. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 2500 rpm para separar el suero, esté con ayuda de
una micropipeta se colocd en un tubo eppendorf y se mantuvo en

refrigeracién a -20° C.



Extracciéon de ADN de H. pylori para PCR.

Se tomd una asada (asa calibrada, 10 pL) del cultivo en agar
casman siguiendo una trayectoria recta a lo largo del diametro de la
caja de Petri. El in6culo se depositdé en un tubo de ensayo de
16x150 mm, estéril, con tapdn de rosca, que contenia 2 ml de agua
desionizada estéril. Se suspendieron las bacterias en el agua por
agitacion en un Voértex durante 20 segundos y los tubos se hirvieron
(100°C) durante 20 minutos e inmediatamente se enfriaron en hielo
(0°C) por 10 minutos. Se tomo6 1 ml de cada muestra y se deposito
en un tubo eppendorf nuevo y estéril. Las muestras se centrifugaron
a 12,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante, que contenia el
DNA bacteriano, se separd con una micropipeta de 1000 uL y se
depositd en otro tubo eppendorf nuevo y estéril, el cual se etiquetd y
se almacené a -20 °C hasta su utilizacion para la reaccion de la

PCR.

Deteccion de H. pylori por PCR anidado.

La deteccion de H. pylori por PCR anidado se llevé a cabo por un
método descrito previamente.?® Para la primera ronda de deteccion
de H. pylori se utilizaron los primers EHC-U (25 pmol) y EHC-L (25
pmol). El tamafo de los amplicones esperados fue de 417 pb. El

volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 uL (1pl de cada



primer EHC-U y EHC-L + 2.5 yL de solucion buffer para PCR 10x +
10.5 L de H,0 libre de nucleasa). Al término se depositaron 15 L
de la mezcla reactiva en un tubo Puretaq (1.5 mmol de MgCl,, 0.5
U de Ampli Taq polimerasa y 100 mmol de dNTPs) y se adicionaron
10 pL del DNA de templado. La amplificacion del ADN se realiz6 en
un Termociclador, bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 95 °C por 5 minutos, después 40 ciclos de
94° C por 45 seg., 59° C por 45 seg., 72° C por 30 seg. Finalmente
se prolongd la extension a 75° C durante 10 minutos. Para la
segunda ronda de amplificacion se utilizaron los primers; ET-5U (25
pmol) y ET-5L (25 pmol) complementarios a un fragmento interno
de los amplicones EHC-U y EHC-L. El tamafo de los amplicones
esperados fue de 230pb. La amplificacién de la segunda ronda
(PCR anidado) fue similar a la primera excepto que 0.2 uL del
producto de la primera ronda fue utilizado como DNA templado y
con una ejecucion de 25 ciclos para la amplificacion. Como control
positivo en cada reaccion de PCR se utilizé el DNA extraido de la
cepa ATCC 43629 de H. pylori. Como control negativo se utilizé una
mezcla reactiva con todos los componentes necesarios excepto el

DNA templado.



Deteccién del gen de virulencia vacA de H. pylori por PCR
multiplex.

Para la deteccion de vacA se utilizaron los primers, descritos por
Chattopadhyay S y colaboradores: *° VA1-F y VA1-R (25 pmol),
VAG-F y VAG-R (25 pmol) cuyas secuencias se encuentran en el
cuadrol. El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 pL;
1ul de cada primer + 16 pL de H,O libre de nucleasa.
Posteriormente 22 pL fueron depositados en un tubo Puretaq (1.5
mmol de MgCl,, 0.5 U de Ampli Taq polimerasa y 100 mmol de
dNTPs) + 3 pL de DNA templado. La amplificacion del DNA se
realizO en el termociclador bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 94°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos,
94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto.

Finalmente una extensién de 72°C por 10 minutos.

Cuadro 1. Primers utilizados para la amplificacion de los alelos del gen vacA.

Regiones del ADN  Nombre del Secuencia del primer (5'a 3°) Tamafo de los
amplificadas primer amplicones (pb)
vacA s1/vacA s2 VAI-F ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286
VAI-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
vacA m1/vacA m2 VAG-F CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 567/642

VAG-R GCGTCAAAATAATTCCAAGG

Analisis de las muestras amp lificadas por electroforésis en
Geles de Agarosa.
Después de la amplificacién del DNA, 10 yL de cada una de las

muestras fueron analizadas por electroforésis en geles de agarosa



al 2 %, bajo las siguientes condiciones: 94 miliampers, 120 volts,
por 120 minutos. Los geles fueron teiidos con BrEt (bromuro de
etidio) y se fotografiaron bajo luz UV utilizando el sistema de

fotodocumentacion GEL LOGIC 100 (KODAK).

Detecciéon de Anticuerpos IgG contra Helicobacter pylori.

La deteccion de los anticuerpos contra H. pylori se realiz6
mediante el método de ELISA. Este método nos permitié detectar
cuantitativamente los niveles séricos de IgG contra H. pylori. Para
este método se realizd6 una dilucion 1:10, es decir, en un tubo
eppendorf se colocaron 10 uL de suero y 1 ml de Diluyente 2 del kit
de reactivos, agitandose. En una microplaca, el primer pocillo que
se designo como el blanco se le agregaron 100 yL de sustrato y
100 L de la solucién stop, en el segundo pocillo que fue el patron,
se colocaron 100 yL del calibrador 2 (10 AU/ml), y en los siguientes
pocillos se colocaron 100 uL de cada una de las muestras problema
(diluidas), los pocillos se incubaron 45 minutos a 37 grados
centigrados. Al término de los 45 min, los pocillos se lavaron 4
veces con 300 pL c/tampon 10x, dejandolo reposar 30 seg, en cada
lavado, se tir6 el sobrenadante de los lavados y se le agregaron
100 pL de conjugado a todos los pocillos excepto al blanco y se

incubaron 45 minutos a 37 grados, posteriormente se tird el



conjugado y se lavaron 4 veces con 300 pL c/tampon 10x, se dejo
reposar 30 segundos en cada lavado, se le agregé 100 uL de
sustrato en todas las muestras y se dejé reposar por 15 min a
temperatura ambiente, sin tirar el sustrato se agregaron 100 pL de
solucién stop, y permanecieron en reposo por 30 minutos a

temperatura ambiente, finalmente se leyeron a 405 nm.



V. RESULTADOS

Pacientes analizados

Se analizaron los sueros y cultivos gastricos de 94 pacientes con
gastritis cronica, dentro de los cuales el 60% (n = 56) fueron
mujeres, mientras que el 40% (n = 38) hombres. La edad de los
pacientes se encontro comprendida en el intervalo de 22 a los 84
afos (grafica 2). Se aprecia que la mayor prevalencia se detectd en

los pacientes arriba de los 40 afios.

HOMBRES
(n=38) 40%

MUJERES
(n=56) 60%

Gréfica 1. Porcentaje de hombres y mujeres con gastritis cronica.
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Grafica 2. Distribucion de los pacientes con gastritis cronica por edad.

Identificacion de Helicobacter pylori en el cultivo de las

biopsias gastricas de los pacientes por PCR




A partir de los cultivos gastricos de los 94 pacientes con gastritis, la
bacteria Helicobacter pylori fue identificada por PCR en el 59% (n =

55) de los cultivos géstricos (gréafica 3, figura 1).

NEGATIVO
41% (N=39)

POSITIVO
59% (N=55)

Gréfica 3. Porcentaje de pacientes infectados por Helicobacter pylori.
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Figura 1. Deteccion por PCE de H pviorn en  los cultivos de las
bicpsias gastricas de los pacientes con gastritis cranica. Linea 1,
MWYI S50-pb DA ladder, Linea 2- 4, H. pyionl aislado de biopsias;
Linea o, H. pywion ATCC 43629 (control positivo); Linea 6y 7TH. pyfon
aislado de biopsias;, Linea 8, Control negativo (sin DMNA templado).

Identificacion por PCR multiplex de los alelos de vacA en las

cepas de H. pylori aisladas de los cultivos gastricos de los

pacientes.



A partir de las 55 (n = 59%) cepas de H. pylori identificadas por
PCR en los cultivos de las biopsias gastricas de los pacientes, el
genotipo vacA se detectd en el 100% (n = 55) (figura 2). En la tabla
1 se aprecia que la frecuencia méas elevada del genotipo identificado
en las cepas de H. pylori fue para la asociacién vacA sl1 / vacA ml
con el 49.1% (n = 27) seguida de vacA sl / vacA m2 con el 27.3%

(n =15).

wvacA m1 567 bp

vacd s1 259bp vacd s2 286 bp

50 bp

Figura 2. Amplificacian por PCR multiplex del alelo de
vacA en las cepas obtenidas de las biopsias géastricas de
los pacientes. Linea 1; MWWM 50-bp ladder; Linea 2; vacA
s1 ¥y m1. Linea 3; Control negativo (sin ADN templadno).
Linead4y 5, vacAsly vacA mil. Linea 6; H. pylorr ATCC
436289 (control positive); Linea 7; vacA s2.



Genotipos detectados No. %
vacA sl /vacA ml 27 (49.1)
vacA s1/vacA m2 15 (27.3)
vacA s2 / vacA ml 7 (12.7)
vacA s2 / vacA m2 6 (10.9)
Total 55 (100)

Tabla 1. Frecuencia de los genotipos de vacA identificados en las cepas de H. pylori

aisladas de los pacientes con gastritis.

Deteccion de los niveles séricos de IgG-Anti Helicobacter pylori

en los pacientes con gastritis cronica.

En la grafica 4 se observa que a partir de los 94 pacientes

estudiados, el 74% (n = 70) fueron “seropositivos” para H. pylori.

SERONEGATIVOS
26% (N=24)

SEROPOSITIVOS
74% (N=70)

Gréfica 4. Porcentaje de pacientes seropositivos para Helicobacter pylori.

Asociacion de los niveles séricos de IgG contra H. pylori con

las variantes alélicas de vacA.




En la tabla 2 se aprecia que la frecuencia de asociacion mas alta
de los alelos de vacA de H. pylori identificados en los cultivos
gastricos de los pacientes con niveles séricos de IgG entre 15-60
AU/ml fue para vacA sl / vacA ml con el 16.7% (n = 8), con los
niveles séricos entre 61 — 99 AU/ml fue para la asociacion vacA
sl/ivacAm2 conel 2.1% (n=1), y para los pacientes con niveles de
IgG por arriba de 100 AU/ml las frecuencias mas elevadas fueron
para vacA s1 / vacA ml con el 33.3% (n = 16) y vacA s1 / vacA m2
con el 16.7% (n = 8). La asociacion total predominante fue vacA s1/

vacA m1l con el 50% (n = 24).

Niveles séricos de No de muestras (n = 48)

Genotipos detectados

IgG (AU/ml) No %
vacA sl /vacA ml 8 (16.7)
15-60 vacA sl /vacA m2 3(6.3)
vacA s2 / vacA m2 1(2.1)
61 - 99 vacA s1/vacA m2 1(2.1)
vacA sl /vacA ml 16 (33.3)
> 100 vacA s1/vacA m2 8 (16.7)
vacA s2 / vacA ml 6 (12.5)
vacA s2 / vacA m2 5(10.3)
Total 48 (100)

Tabla 2. Asociacién de los niveles séricos de IgG contra H. pylori con las
variantes alélicas del gen vacA.



VI. DISCUSION

Pacientes analizados

En este estudio nosotros detectamos los niveles séricos de IgG
contra H. pylori por el método de ELISA y analizamos los cultivos
gastricos para identificacion de la bacteria por PCR en 94
pacientes (56 mujeres y 38 hombres) (grafica 1), con rango de edad
de 22 alos 84 afios (grafica 2), que acudieron al Hospital General
Regional No. 72 del IMSS, ubicado en el municipio de
Tlalnepantla, Estado de México, a realizarse estudios endoscopicos
por presentar signos y sintomas de gastritis crénica. La infeccion
por H. pylori es la enfermedad bacteriana cronica mas extendida
del mundo.”® Ha sido reconocida como el agente causal mas
importante de Ulcera duodenal ’ y Ulcera gastrica, ° y tiene un papel
importante en la patogénesis del cancer gastrico.” Se estima que el
50 % de la poblacion mundial esta infectada por esta bacteria, ™
con una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo
donde las tasas de infeccion alcanzan hasta el 95%". En la
actualidad, los factores de riesgo para el desarrollo de la gastritis
son: el tabaquismo, el consumo frecuente de bebidas alcohdlicas, el

consumo de antiinflamatorios no esteroideos, la personalidad tipo A

(elevado nivel de estrés), tener parientes directos con historia de



enfermedad ulcerosa y la infeccién por H. pylori ®. Estos factores
de riesgo se relacionan con aspectos como el bajo nivel
socioeconOmico, cultural y educativo, las condiciones sanitarias
insuficientes, el hacinamiento, falta de agua potable, la desnutricion,
el consumo de alimentos crudos, asi como la edad (a mayor edad,
mayor probabilidad de infeccién).®® La frecuencia de edad de
nuestros pacientes es muy parecida a la detectada en un estudio
realizado en 81 pacientes con sintomas de gastritis, en el cual se
identificé por PCR los marcadores de virulencia de H. pylori en
biopsias gastricas, y dentro de los cuales el 59% de los enfermos
fueron mujeres y el 41% hombres®. En otro estudio en el cual se
estimé la frecuencia de infeccion por H. pylori en pacientes con
gastritis cronica, se determind que la mayoria de los individuos
fueron mujeres con el 83.3%, por el contrario en un estudio
seroldgico realizado en 48 pacientes con gastritis se encontré que
la mayoria fueron hombres con el 56%, al igual que en un
estudio de seroprevalencia de IgG e IgM contra H. pylori, en donde
de los 57 pacientes estudiados, el 54.4% fueron hombres®. A
pesar de estos resultados no se ha demostrado que exista
influencia del sexo y tampoco se han identificado evidencias claras

a favor de una relacién étnica o racial.®?



La edad de nuestros pacientes con el padecimiento de gastritis
cronica se encontr0 comprendida entre los 22 a los 84 afos
(Gréfica 2). Resultados similares fueron reportados por Trujillo en el
2009, en donde la edad de los pacientes con gastritis cronica se
encontré entre los 20 y 70 afios®. Paniagua y col. en el 2007
reportaron que la edad en el 70% de los pacientes estudiados se
encontré6 comprendida en el intervalo de 17 a 30 afos, seguido del
15% en el intervalo de 44 a 56 afios®. Estas cifras demuestran que
la infeccion por Helicobacter pylori se adquiere durante las edades
tempranas y se desarrolla durante edades adultas. Se ha reportado
gue en paises desarrollados la infeccién se encuentra en el 10 %
en las personas de 20 afios de edad y aumenta gradualmente con
la edad hasta encontrarse entre el 50 y 60% a los 60 afios, mientras
gue en paises en desarrollo las tasas de infeccion alcanzan el 95
%.% En un estudio seroepidemiologico realizado en 1997, en el que
se analizaron los sueros de 11,605 pacientes mexicanos cuya edad
se encontré entre 1 y 90 afos, se detectd que el 20 % de los nifios
de 1 aflo de edad fueron seropositivos y que esta seropositividad
aumento hasta un 50% en los nifos de 10 aflos de edad, esto
sugiere que la infeccion por este microorganismo en nuestro pais se
adquiere a edades tempranas®’. En paises subdesarrollados como

el nuestro se considera que la infeccién por H. pylori es adquirida



durante la infancia y que entre las edades de 20 a 40 afios la mitad
de la poblacién mundial se encuentra infectada.®® Se han estudiado
muchos factores, pero todos tienen como denominador comun el
bajo nivel econdmico, hacinamiento, la vivienda insalubre y el agua
contaminada. De hecho, se ha insistido en que la infeccién por H.

pylori es un mejor indicador de las carencias mismas.®

Identificacion de Helicobacter pylori en el cultivo de las

biopsias gastricas de los pacientes por PCR

En este estudio describimos que a partir de los 94 biopsias de los
pacientes analizados, la bacteria Helicobacter pylori fue identificada
por PCR en el 59% (n = 55) de los casos (Grafica3). Nuestro
porcentaje es similar al obtenido en el 2007 por Paniagua y col., en
el cual detectaron por PCR anidado a H. pylori en muestras de
saliva de pacientes con gastritis. Estos autores detectaron a H.
pylori en el 58.8% de las muestras de saliva de los pacientes
enfermos®. En otro estudio realizado por Lépez y col. en el 2009
sobre la caracterizacion del gen de la citotoxina vacuolizante de
Helicobacter pylori a partir de biopsias gastricas, obtuvieron que la
prevalencia de infeccion por H. pylori fue del 58.9%°. En la
Universidad de Sao Paulo, Brasil, se identificé por PCR a H. pylori

en el 67.7% de los pacientes con gastritis’". La prevalencia de



infeccion en nuestro estudio es mas elevada que las cifras
reportadas en paises desarrollados como Australia, donde las tasas
de infeccion alcanzan el 21%, y al de Estados Unidos, Alemania y
Francia en donde la prevalencia no supera el 30%'%"®"*, La elevada
prevalencia de H. pylori encontrada en nuestros pacientes puede
deberse a que en Meéxico, al igual que en otros paises
subdesarrollados, el porcentaje de infeccion por H. pylori es mas
elevado que el de los paises industrializados. . Se ha descrito
gue la prevalencia por H. pylori es variable, dependiendo de la
region geografica. Asi, en los paises industrializados es de 30 a
50% vy en los paises en desarrollo es de 50 a 90% en la poblacion

adulta, con una prevalencia en nifios hasta de 20%."" "

Identificacion por PCR multiplex de los alelos de vacA en las

cepas de H. pylori aisladas de los cultivos gastricos de los

pacientes.

H. pylori posee varios factores de virulencia involucrados en la
patogenia de la enfermedad, dentro de los cuales se encuentra el
gen vacA, que codifica para la citotoxina vacuolizante VacA,

responsable de la formacion de vacuolas en las células epiteliales



gastricas, induciendo la apoptosis celular, ocasionando respuesta
inflamatoria y destruccion epitelial.” Diversos estudios han
demostrado que la expresion del gen vacA de las cepas se
relaciona mas con enfermedad ulcerosa.®® En este estudio
reportamos que a partir de las 55 (n = 59%) cepas de H. pylori
aisladas de los cultivos gastricos (figura 2), el genotipo vacA se
detecto en el 100% (n = 55) de las cepas. Nuestro porcentaje es

881 Estos resultados

semejante al reportado por otros autores
confirman lo descrito por Atherton en 1995, quien menciondé que el
gen vacA esta presente en todas las cepas de H. pylori y ademas
varia en dos regiones dieferentes,®* una de 0.5 kb que corresponde
a la region de una secuencia de sefal, denominada vacA s, y otra
region de 0.73 kb que corresponde a la region media, conocida
como vacA m.* Respecto a la regién de la sefial, se conocen dos
tipos alélicos s1 y s2 y la region media presente como los tipos
alélicos m1 y m2.2* En nuestro trabajo reportamos que la frecuencia
de asociacion mas elevada fue para vacA sl / vacA ml con el
49.1% (n = 27), seguida de vacA sl / vacA m2 con el 27.3% (n =15)
(tablal). Lopez en el 2009 encontr6 en un estudio de
caracterizacion del gen vacA en cepas de H. pylori, que el 52% de
las cepas fueron vacA s1/ml, el 42% vacA s2/m2,y el 4% s1/m2,

°. En otro trabajo realizado en 1999 en México, en el que se



analizaron a 26 pacientes infectados por H. pylori, se describié que
el 70% de las cepas fueron vacA s1/ml. ®> De hecho la mayoria de
los estudios muestran que los genotipos predominantes son vacA
sl/ml y vacA s1/m2. Roman y col. en el 2007, en su estudio en
pacientes con patologia gastroduodenal en el estado de Guerrero,
reportaron que el 32.2% de las cepas de H. pylori aisladas fueron
portadoras de las variantes alélicas de vacA sl/mly el 46.3% de
s1/m2.2® Edmundo en el 2007 reportd que las cepas de H. pylori
con la asociacion sl1l/ml, y en menor grado s1l/m2, se asocian a
una mayor toxicidad®”. En 1995, Atherton y col. también observaron
gque las cepas de H. pylori presentaban diferente actividad
citotoxica, describiendo que las cepas con la asociacion sl/ml
fueron las que presentaban mayor actividad citotoxica; las cepas
con genotipo s1/m2 presentaban una actividad media; mientras las
cepas con el genotipo s2/m2 no presentaban actividad citotoxica.
Reportaron ademas que las cepas sl/ml se identificaban con
mayor frecuencia en pacientes con Ulcera péptica y gastritis;
mientras que las cepas s2/m2 se detectaban en mayor niumero de
pacientes asintomaticos.** Esto demuestra que los genotipos de H.
pylori detectados tienen que ver con la gravedad de la enfermedad
de los pacientes. En un trabajo realizado por Stephan y col. en el

2000, de acuerdo a sus resultados, la asociacion de los alelos de



vacA de H. pylori s1/ml fue significativamente mas frecuente en
pacientes con cancer gastrico.®® En otros estudios también se ha
demostrado que las cepas vacA sl/ml estdn asociadas con
patologias graves, como el carcinoma gastrico.®® La deteccion de
cepas de H. pylori poseedoras de estos determinantes virulencia,
puede ayudar a identificar a los pacientes que corren mayor riesgo
de desarrollar cancer gastrico en nuestra poblacién, asi como

determinar la gravedad de la gastritis.

Deteccion de los niveles séricos de IgG-Anti Helicobacter pylori

en los pacientes con gastritis cronica.

Se ha demostrado Ila gran utilidad de la serologia para la
identificacion indirecta de H. pylori.®® La infeccién por H. pylori
induce una respuesta de anticuerpos, por lo general de IgG, los
cuales se mantienen durante la infeccion. Los niveles de IgG
pueden medirse por el método de ELISA, la cual es una prueba
con elevada sensibilidad y especificidad.®® En nuestro estudio
detectamos que el 74% de los pacientes fueron seropositivos para
H. pylori (Grafica 4). Esta porcentaje es similar al reportado en un

estudio realizado en el 2007, donde encontraron que también el



74% de los pacientes estudiados tuvieron anticuerpos contra H.
pylori®®. En otro trabajo realizado por Eugenia y col, en el 2002
describieron que el 83% de sus pacientes fueron seropositivos®.
Nuestros resultados son similares a los reportados en otros paises
subdesarrollados como el nuestro, y son mas elevados con
respecto a los reportados en paises desarrollados® ** En México en
el afio de 1997 se realiz6 un estudio seroepidemiologico, en el que
se analizaron los sueros de 11,605 pacientes cuya edad se
encontro en el intervalo de 1 a 90 afios. Los resultados mostraron
que la seroprevalencia de anticuerpos anti H. pylori fue del 66%°’.
Jorge A. Zapatier y col. en su estudio concluyeron que la serologia
es una herramienta valiosa para las poblaciones en desarrollo
donde la prevalencia de H. pylori es elevada y las condiciones
socioeconOmicas con frecuencia no permiten la realizacion de
meétodos sofisticados ni la evaluacion de un gran porcentaje de la
poblacion. Mencionan que los resultados, al ser presentados
cuantitativamente, permiten la adaptacion a un punto de corte con la
cual la captacién de pacientes infectados se incrementaria.® Por el
contrario Eugenia M. Quintana-Guzman y col. describieron que la
aplicacion de la serologia presenta pocas ventajas al diagnostico,
mencionan que posiblemente sea Util para el seguimiento de

tratamiento a largo plazo. Pero la interpretacion de los resultados



obtenidos mediante procedimientos seroldgicos debe ser cautelosa
y siempre respaldada por la historia clinica del paciente.
Recomiendan realizar un estudio de biopsia géastrica para un
adecuado diagnéstico de la presencia de la bacteria en la mucosa
gastrica, y no hacerlo utilizando Gnicamente el estudio serolgico.®
Por lo que es importante correlacionar la presencia de H. pylori en
la biopsias gastricas de los pacientes enfermos con los niveles
séricos de IgG anti-H. pylori. En este estudio describimos que en
los pacientes con los niveles séricos mayores a 100 AU/mI, la
presencia de H. pylori fue detectada en el 72.8% (n = 35), y la
asociacion de las variantes alelicas s1/ml1 de la bacteria fue del
16.7%, seguida de sl1/m2 con el 16.7% (Tabla 2). Existen
numerosos estudios epidemiologicos sobre la presencia de
anticuerpos contra H. pylori en individuos de diferentes paises; sin
embargo, no se han relacionado los niveles séricos de IgG con la
presencia de H. pylori®. Este estudio refleja que probablemente en
este grupo de pacientes el periodo de tiempo de la enfermedad sea
de varios afios, ademas de que podria ser un factor de riesgo para
el desarrollo de patologias mas severas si no reciben el tratamiento
meédico adecuado, sobre todo si consideramos la importante carga
genética bacteriana detectada (vacA s1/ml) y la elevada cantidad

de anticuerpos contra H. pylori.



VII. CONCLUSIONES

e Este estudio mas de la mitad de los pacientes con gastritis
cronica se encontraron infectados por Helicobacter pylori.

e Todas las cepas de H. pylori presentaron el genotipo
citotoxico vacA.

e La asociacion de las variantes alélicas de vacA sl1/ml fue
detectado en la mitad de las cepas de H. pylori aisladas de los
cultivos gastricos de los pacientes enfermos.

e La mayoria de los pacientes analizados presentaron
anticuerpos IgG contra Helicobacter pylori.

e Los elevados titulos de anticuerpos contra H. pylori y la
elevada carga genética detectada en las cepas recuperadas de
los pacientes enfermos, mostrd lo agudo de las infecciones, por
lo que fue necesario la prescripcion del tratamiento médico mas

oportuno.
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