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4. Antecedentes

4. ANTECENDENTES

4.1. NICHO ECOLOGICO DE Helicobacter pylori

Los humanos estamos colonizados por miles de microorganismos en los que se incluyen
las bacterias, archeas, protozoarios, hongos, levaduras y virus, no obstante las bacterias son las
mas abundantes y mejor estudiadas [Abreu & Peek, 2014]. En especifico, el tracto
gastrointestinal esta colonizado por una microbiota amplia y compleja, sin embargo, el
estbmago es un nicho muy particular pues diversas pruebas ya sean bioquimicas, cultivos,
histoldgicas o seroldgicas detectan que el microorganismo dominante es Helicobacter pylori.
Esta predominancia es consistente con su adaptacion, la cual lo ha habilitado para su
permanencia en el estdbmago. Blaser y Falkow (2013) mencionan una hipotesis sobre la
desaparicion de la microbiota. En general, aparentemente la microbiota y su hospedero
evolucionaron su equilibrio juntos y de manera ordenada. Nuestra compleja microbiota
comensal de proteccidn facilita nutrientes, promueve el desarrollo de los tejidos y la integridad,

y estimula los multiples aspectos de la inmunidad.

Sin embargo, dado que la salud humana y la longevidad han mejorado en los paises
desarrollados, nuevas enfermedades han surgido sin una explicacion obvia. La desaparicion de
la microbiota explica el auge y caida de varias enfermedades comunes en los paises
desarrollados, a partir del siglo XIX y su aceleracién en el siglo XX, se han producido cambios
dramaticos en la ecologia incluyendo el agua méas limpia, familias mas pequefias, un aumento
en el nimero de cesarias, menor tasa de lactancia materna y en particular mas de 60 afios de uso
generalizado de antibidticos para tratar enfermedades en nifios pequefios [Blaser & Falkow,
2013].

A medida que la representacion de determinadas especies disminuye en una generacion,
el potencial de transmision vertical a la siguiente generacion puede disminuir de manera gradual.
La transmision horizontal disminuida resultante de los cambios en la ecologia humana hace que
sea mas dificil para superar las perdidas en transmision vertical, esto, entonces se manifiesta
como un fendmeno de cohorte de nacimiento. Las alteraciones en la macroecologia humana han

afectado progresivamente la composicion de nuestra microbiota indigena, que a su vez ha

11



4. Antecedentes

afectado la fisiologia humana, y en ultima instancia el riesgo de enfermedades [Blaser &
Falkow, 2013].

H. pylori es un antiguo miembro de la microbiota humana. Sorpresivamente ha ido
desapareciendo en los individuos de paises desarrollados durante el siglo XX con alteraciones
secundarias en la fisiologia de la secrecion gastrica, hormonal e inmunitaria. Estas alteraciones
han sido asociadas con una elevada incidencia de enfermedades importantes como el cancer
gastrico. La pérdida de la colonizacion y respuesta que se induce en el hospedero afecta la
regulacion de las hormonas géstricas, incluyendo la gastrina y somatostatina, como tal, el estado
de H. pylori afecta el pH gastrico y su regulacion. En el modelo de la relacién hospedero-
parasito sugiere que hay varias posibles relaciones fisioldgicas que pueden ocurrir. Diversos
estudios proponen que los humanos ya habrian sido hospederos de Helicobacter hace
aproximadamente 60, 000 afios [Linz, et al. 2007]. El efecto mencionado a continuacion podria
ilustrar el concepto en el cual la pérdida de un microorganismo nativo tendra consecuencias para

el anfitrién.

Como H. pylori esta desapareciendo de las poblaciones de humanos, lo que refleja tanto
la disminucion de la transmision como el incremento del tratamiento con antibioticos,
padecimientos como la Ulcera péptica idiopatica y el cancer gastrico han disminuido su
velocidad de aparicion, lo que es claramente saludable. Sin embargo, el reflujo esofagico, el
es6fago de Barrett y el adenocarcinoma estan incrementando lo que es claramente perjudicial,
todo lo anterior da una idea de los problemas generados por la desaparicion de H. pylori de la

microbiota gastrica [Blaser & Falkow, 2013].

4.2. EPIDEMIOLOGIA

Epidemiologicamente la prevalencia mundial de la infeccion por dicho microorganismo
varia notablemente entre diferentes naciones, e incluso entre grupos poblacionales dentro de un
mismo pais. La infeccion ocurre en los primero afios de vida, por la exposicion a un miembro
de la familia infectado [Perry, et al, 2006]. Debido a que la infeccion aguda no es detectada, esta
relacionado con el nivel socioecondmico de los habitantes de un pais, de modo que su incidencia

se encuentra entre un 30 y 90% en los paises en desarrollo para nifios menores de 10 afios [Jara-
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Romero, et al, 2013], cantidad muy por encima de lo reportado en paises industrializados con
un valor de 10 a 50% [Ramirez - Ramos, 2009].

Varios estudios han demostrado que la mayoria de las personas adquieren a H. pylori
durante la infancia en el ambiente familiar, persona- persona es la transmision mas comdun,
también estan implicadas la via fecal-oral y la oral-oral. Asi mismo estan asociadas con

condiciones de hacinamiento y falta de higiene [Perri, et al, 2006].

Como ya se menciond la infeccidn por H. pylori se adquiere usualmente en la infancia y
persiste como gastritis crénica durante la edad adulta si la bacteria no es erradicada. En 1994, la
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
clasificaron a esta bacteria como carcindégeno humano clase | [IARC, 1994]. Establece que la
infeccion por este microorganismo puede ser asintomatica y en algunas personas la infeccion da
lugar a Ulceras gastricas y duodenales. También aclara que puede tratarse con diferentes
combinaciones de diversos farmacos, con esta erradicacion se asegura resolver la gastritis y

previene la recurrencia de ulcera péptica.

Diferentes estudios en los que se ha evaluado la prevalencia de infeccién por H. pylori
se relacionaron con las estimaciones de incidencia o mortalidad por cancer gastrico. La
seropositividad previa a la infeccion y el cancer gastrico posterior fue demostrada en estudios
en los cuales en paciente jovenes la relacion era muy fuerte. Posteriormente la relacion entre la
infeccion y el linfoma géstrico, fue investigada en pacientes con linfoma de tejido linfoide
asociado a la mucosa gastrica, el 98% presentaba evidencia histoldgica de infeccion. En dos
estudios de tratamiento, 5 6 6 pacientes mostraron regresion tumoral luego de la erradicacion de
H. pylori por lo que ahi fue el punto en el que qued6 completamente clara la relacion de este

patdgeno y el cancer gastrico y linfoma [IARC, 1994].

4.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE Helicobacter pylori

Este microorganismo es una bacteria Gramnegativa, curva, generalmente movil, presenta cinco
o seis flagelos unipolares. Las morfologias descritas incluyen espiral, bacilos curvos, bacilo,
alas de gaviota, forma de U, ademas de una forma cocoide. Esta Ultima se observa bajo

condiciones de estrés o por envejecimiento de la célula [Percival & Williams, 2014; Monstein,

13



4. Antecedentes

Tiveljung & Jonasson, 1998; Monstein, de la Court & Jonasson, 2001; Andersen, & Rasmussen,
2009]. Es una bacteria ureasa y oxidasa positiva, presenta un resultado negativo para las pruebas
de hidrdlisis de acetato de indoxilo e hipuratos. Causa infecciones en los seres humanos, como
se abord6 previamente se asocia con gastritis cronica e incluso cancer. El riesgo a este
padecimiento ha provocado la realizacion de diversos estudios alrededor del mundo en los que
se ha buscado entender los principales factores de virulencia [Paniagua y cols. 2009].

4.3.1. METABOLISMO Y FISIOLOGIA

La bacteria presenta fisiologia mixta tanto aerofilica como anaerofilica que se combinan
para producir su caracteristica fisiologia microaerofilica. Se cree que parte su naturaleza
microaerofilica se debe a las enzimas sensibles a oxigeno de las vias metabolicas centrales y no
se tiene muy clara la base bioquimica de su requerimiento de CO., tiene una marcada deficiencia
de enzimas anaplerdticas. EI organismo tiene un sistema de transporte de solutos y un ciclo de
los &cidos tricarboxilicos incompleto que contribuyen a los complejos requisitos nutricionales.
Tiene estricta dependencia de arginina, histidina, leucina, isoleucina, valina, metionina y

fenilalanina para su crecimiento [Percival & Williams, 2014].

La cadena respiratoria es marcadamente simple, con una Unica oxidasa terminal y una
fumarato reductasa como la unica reductasa para la respiracion anaerobia. La nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH) aparentemente es el donador de electrones por
preferencia y no como en las demés bacterias que es la nicotinamida adenina dinucledtido
reducido (NADH). El caracteristico ciclo de los &cidos tricarboxilicos incompleto esta dirigido
a la sintesis de succinato en las reacciones reductivas de los acidos dicarboxilicos y en
alfacetoglutarato en las reacciones oxidativas de la via, ambas estan ligadas a la presencia de la

alfacetoglutarato oxidasa [Percival & Williams, 2014].

H. pylori no posee una derivacion de gamma-aminobutarato por la ausencia de gama-
aminobutarato transferasa y de la succinico semialdehido deshidrogenasa. Un analisis gendmico
demostro que ni la glucosa o el malato son las principales fuentes de piruvato para esta bacteria,

cuyo papel lo tiene el lactato, L-arginina, L-serina y D-aminoacidos. Tambien se ha observado
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que la via de Entner- Doudoroff y la de las pentosas fosfato son activadas en vez de las vias
glucoliticas [Percival & Williams, 2014, Doig et al 2009].

Con respecto a la ureasa es una importante caracteristica de la fisiologia de H. pylori, cataliza
la hidrolisis de urea para generar &cido carbonico y dos moléculas de amoniaco induciendo un
equilibrio &cido base debido a su propiedad de buffer. En un ambiente rico en amoniaco este
puede ser asimilado por la bacteria mediante la conversion de glutamato a glutamina y la
deficiencia de glutamato sintasa sugiere que el alfacetoglutarato es transformado a glutamato

por la enzima glutamato deshidrogenasa [Percival & Williams, 2014].

4.3.2. FACTORES DE PATOGENICIDAD

H. pylori ha evolucionado numerosas estrategias que le hacen posible su supervivencia.
Para ello, el microorganismo requiere interactuar mediante recursos especializados con las
condiciones extremas y acidas presentes en la luz del estbmago y en la mucosa géastrica del
hospedero que le permitan evadir los mecanismos de defensa y establecerse en el tejido [Clyne,
et al, 2007; Delahay & Rugge, 2012].

Una de las caracteristicas fundamentales de este patdgeno es su adaptacion a las
condiciones cidas propias del estbmago, esto lo consigue gracias a que posee a la enzima ureasa
la cual exhibe una elevada afinidad por su sustrato. EI mecanismo de esta enzima es el de
hidrolizar cantidades limitadas de urea disponibles en el estbmago y generar amoniaco y COp,
que incrementa el pH del medio circundante a la bacteria. La enzima es un hexadimero que
contiene niquel, esta compuesta por dos diferentes subunidades estructurales la UreA y la UreB,
y las subunidades de union a niquel que son UreE, UreF, UreG y UreH. Su localizacién es
principalmente citoplasmatica, pero también se encuentra en la superficie de la bacteria. Se ha
propuesto que la funcién de esta ultima es la de crear una nube de amoniaco alrededor de la
célula bacteriana que la protege. Por otra parte la citoplasmatica esta reconocida como factor de
elevada relevancia para la supervivencia del microorganismo; su expresion es mediada por el
pH exterior, induce la expresion del gen urel que codifica para un canal de urea dependiente de
protones, este gen fomenta la permeabilidad de la membrana bacteriana a urea en por lo menos
300 veces cuando el pH es acido [Clyne, et al, 2007; Israel & Peek, 2012].
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Para realizar la colonizacion de la mucosa gastrica, H. pylori depende de su fuerte
motilidad para persistir en la viscosidad de la capa mucosa observandose que las cepas mutantes
no maviles son incapaces de establecerse y persistir. La motilidad es conferida por la presencia
de 5 ¢ 6 flagelos polares conformados por dos subunidades: una mayor FlaA y una menor FlaB.
Adicionalmente, se ha observado que H. pylori presenta una enzima capaz de romper los
oligbmeros de mucina lo que probablemente le permita el libre movimiento entre en la capa de
moco [Clyne, et al, 2007; Israel & Peek, 2001; Windle et al, 2000].

Aun cuando la mayoria de las cepas de H. pylori que colonizan se encuentran libres entre
la mucosa, cerca del 20% se une a las células del epitelio. Estas propiedades de adherencia tienen
aparente relevancia en la obtencion de nutrientes del hospedero y/o para resistir el
desprendimiento de la mucosa reconociéndose la adhesién como especifica entre H. pylori y el
epitelio gastrico. En este proceso se involucran varios ligandos entre los que se encuentran
BabA, SabA, antigeno de Lewis*¥?, AlpA/AlpB, OipA y HopZ. Las cepas de H. pylori pueden
tener dos alelos babA y babB; de estos sélo la proteina codificada por el gen babA es funcional
uniéndose al antigeno de Lewis B pues facilita la colonizacion de la bacteria, se asocia con un
incremento de la inflamacién gastrica y el aumento del riesgo para la ulcera duodenal y
adenocarcinoma [Suarez, Reyes y Herreros, 2011; Clyne, et al, 2007; Paniagua, 2009]. La
proteina de membrana SabA permite a la bacteria unirse al antigeno sialico de Lewis, el cual se
incrementa como resultado de la respuesta inflamatoria en el tejido gastrico, neutrdfilos,
eritrocitos y a la proteina de la matriz extracelular laminina; su expresion es regulada
inversamente por la capacidad del estbmago para secretar acido [Clyne, et al 2007; Suarez,
Reyes y Herreros, 2011]. El antigeno de Lewis®¥¥® es un lipopolisacérido sintetizado por la
bacteria para evitar la respuesta inmune ya que este antigeno es sintetizado por el epitelio
gastrico confiriéndole asi camuflaje por su bajo potencial antigénico [Suarez, Reyes y Herreros,
2011]. Otras adhesinas involucradas son las proteinas de membrana AlpA/AlpB, OipA 'y HopZ,
estudios han demostrado la relevancia de estas proteinas en el potencial de adhesion al
inactivarlo y observar la disminucion en la capacidad de adherirse de H. pylori [Clyne et al,
2007; Suarez, Reyes y Herreros, 2011; Israel & Peek, 2012].

Se han descrito factores que relacionan la enfermedad desarrollada con la variacion de

cepa y de estas variaciones dependera el desarrollo de Ulcera o cancer. EIl gen cagA codifica
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para la proteina mejor caracterizada, con un peso molecular aproximado de 125 a 140 KDa, que
es translocado en las células del epitelio gastrico por un sistema de secrecion codificado por la
isla de patogenicidad cag (cag PAI). En las células del epitelio, CagA es fosforilada en los
residuos de tirosina por las cinasas Src de la célula hospedera y estimula las vias de sefializacion,
que a su vez causa el alargamiento de la célula y la activacion de proto-oncogenes [Paniagua y
cols. 2009; Israel & Peek, 2012].

El gen de la toxina vacuolizante vacA es polimérfico, los principales alelos de la regién
sefial son S1 y S2, mientras que los alelos de la regidn intermedia son m1l y m2. VacA
corresponde a un producto de 87 KDa una vez madura. La proteina madura se ensambla en
estructuras oligoméricas compuestas de 12-14 subunidades que bajo condiciones acidas o
alcalinas estas estructuras se desensamblan pero sin perder la capacidad de ensamblaje después
de que el pH es neutralizado. Es una toxina que se une a varios receptores epiteliales y genera
poros hexaméricos que mas tarde son endocitados y convertidos en vacuolas [Yahiro, et al.
2003].

4.3.3. CARACTERISTICAS DEL GENOMA DE H. pylori

H. pylori fue la primera bacteria de la que se tuvieron las secuencias completas de dos
cepas diferentes, aisladas que permitieron asi la primera comparacidn cruzada entre cepas. Estas
fueron la 26695 y J99. A la fecha, se tienen secuenciados 268 genomas. El estudio del material
ha revelado una marcada macrodiversidad de su secuencia, es decir, la presencia de una
variacion de hasta el 10% en la secuencia nucleotidica entre genomas de diferentes cepas de H.
pylori, asi como diferente composicion y arreglo génico [Doig. et al. 1999]. Asimismo existe
mosaicismo, con una diversidad alélica que se encuentra entre las mas altas observadas para

cualquier otra especie bacteriana, debida a la alta tasa de recombinacion [Schauer, 2006].

El tamafio del genoma de H. pylori varia de 1.54-1.67 megabases, con un promedio de
39% de G+C (Guanina y Citosina). Cada cepa codifica en su genoma un diferente nimero de
genes, que varia de 1485-1749 marcos de lectura abiertos, de estos aproximadamente el 91%
son genes centrales y el resto especificos de cepa 0 compartidos por al menos dos cepas [Kawai.

etal., 2011]. Los genes especificos de cepa probablemente permiten la adaptacién de la bacteria
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a diferentes nichos ambientales, los cuales comprenden hospederos genéticamente distintos
[Dorer. et al., 2009].

4.3.3.1. CARACTERISTICAS DEL GEN 16S

En microbiologia clinica la identificacién molecular basada en la fraccion 16S del rDNA
se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificacion mediante otro tipo de técnicas
resulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo, este es el caso de H. pylori [Tiveljung, et al.
1998]. La amplificacion del gen, para su posterior secuenciacion, parte preferentemente de
DNA extraido de un cultivo puro de la bacteria, pero también puede conseguirse extrayéndolo
a partir de una muestra clinica. Esto Gltimo ha conducido al descubrimiento de nuevos agentes
patdgenos. Teniendo en cuenta su potencialidad, a medida que los recursos técnicos aumenten
y el precio se haga mas competitivo, la identificacion bacteriana sera basada en la secuenciacién

de regiones altamente conservadas [Moncayo et al, 2002].

Para elegir la region gendmica que se quiere amplificar en el caso de la PCR para H.
pylori se debid seleccionar un segmento que fuera caracteristico de este microorganismo. Su
deteccion mediante el gen del rRNA, aproximadamente el 50% de las pruebas para diagnosticar
microorganismos por técnicas moleculares se basan en la identificacion por los genes
ribosomales por ejemplo el rDNA, esto debido a que representa una mezcla versatil de
segmentos altamente conservados y que van de moderadamente a altamente variables los cuales
ya son conocidas para los microorganismos patdgenos tanto de interés humano como veterinario
[Sachse, 2003]. La fraccion 16S del DNA ribosomal (rDNA) es la macromolécula mas
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Fue establecido como
cronometro molecular, ya que se encuentra en todas las bacterias, mientras que su secuencia es
tan especifica de genero que, incluso permite la diferenciacion inequivoca de este género
bacteriano del género Campylobacter con el que esta relacionado muy estrechamente [Liu. et
al. 2008]. El andlisis de esta fraccidn se ha continuado utilizando ampliamente para establecer
las relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota, causando un profundo impacto en
nuestra vision de la evolucion y, como consecuencia, en la clasificacion e identificacion
bacteriana. [Cavalier- Smith, 2002].
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La secuencia de la fraccion ribosomal 16S de distintos grupos filogenéticos reveld la
presencia de una 0 mas secuencias caracteristicas que se denominan oligonucle6tidos consenso,
se trata de secuencias especificas cortas que aparecen en todos, o en la mayor parte de los
miembros de un determinado grupo filogenético, y nunca, o sélo raramente, estan presentes en
otros grupos, incluidos los mas proximos. Por ello, los oligonucledtidos consenso pueden
utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo. EI nimero de copias del operon
ribosémico por genoma bacteriano varia considerablemente, de 1 a 15, siendo relativamente
constante a nivel de especie, género e incluso familia [Guillemin & Salama, 2002; Zhonming &
Schauer, 2006].

4.4. EVALUACION DE LA PREVALENCIA DE H. pylori EN MEXICO

Los estudios que se han realizado para determinar la prevalencia de H. pylori en México,
han sido de caracter serolégico. Un ejemplo es el estudio llevado a cabo por Paniagua
ycolaboradores en el afio 2009. En el que determinaron la frecuencia de los factores de virulencia
descritos con anterioridad en una poblacion del Estado de México, México. El ensayo se realiz6
con pacientes diagnosticados con gastritis cronica. Encontraron una prevalencia del 66% para
en las muestras de biopsia gastrica, y de esta cantidad el 44% resultaron cepas virulentas por lo
que indica que pueden generar cualquiera de las afecciones.

Otro trabajo efectuado en una comunidad Menonita del estado de Durango, fue el
realizado por Alvarado-Esquivel (2013), en su estudio analiz6 si el estilo de vida sencillo de
esta comunidad agricola, asi como algunas caracteristicas conductuales estaban asociadas con
la seropositividad a H. pylori. Los resultados que obtuvo arrojaron una gran cantidad de
informacién, por ejemplo, que la seropositividad incrementaba con la edad. Cabe mencionar la
relacion de la seropositividad con la baja frecuencia a comer fuera de casa y con el consumo de
carne de cualquier origen. Aunque el autor puntualiza que no esta muy claro como es que los
participantes del estudio adquirieron la infeccion, sin embargo, encuentra una probable
explicacion en el habito de compartir el plato con otros integrantes de la familia. Una
peculiaridad de este estudio es que encontré diferencias en la seroprevalencia en cuanto a

caracteristicas obstétricas, ya que establecio que era mayor en mujeres con historia de abortos y
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partos que en mujeres que carecian de un historial asi, no obstante, destaca que hasta la fecha
no se ha descrito ningin mecanismo de patogenicidad relacionado a la infeccion de H. pylori.

Las investigaciones desarrolladas en poblaciones infantiles han arrojado entre otras
cosas una relacion directa de la infeccion por H. pylori con manifestaciones extragastricas como
una baja velocidad en el crecimiento y la deficiencia de hierro o incluso anemia ferropénica. El
estudio realizado en 2013 por Mendoza y colaboradores, a 675 nifios en edad escolar, de edades
entre 6-13 afos, utilizando anticuerpos contra la celula completa de H. pylori, antigenos CagA
usando una ELISA antigenoespecifica, la prueba del aliento con C-urea (UBT), asi como la
evaluacion del estado nutricional mediante la determinacion de hemoglobina y ferritina sérica.
Se evidencié ya fuera por ELISA o por UBT que 1 de cada 3 nifios presentaban o presentaron
infeccion por este patdgeno, de estos, el 26% mostrd infeccion activa y el 11% una infeccidn
previa; asimismo el 70% de los casos positivos portaban o portaron cepas de H. pylori positivas
al factor de patogenicidad CagA. Un dato importante de la investigacion es que la deficiencia
de hierro en nifios con talla baja para su edad esta asociada con una infeccion activa. Ademas

de que una infeccidn previa fue detectada solo con la prueba de CagA en los nifios.

4.5. DIAGNOSTICO DE Helicobacter pylori

En 2004 se celebrd el 1l Consenso Mexicano sobre Helicobacter pylori, al cual
asistieron un grupo de especialistas como gastroenterélogos, endoscopistas, anatomo-patélogos,
epidemidlogos e infectdlogos. En dicho evento se discutieron los aspectos mas importantes
sobre la epidemiologia, el diagnostico y el tratamiento de la infeccion por H. pylori. Todo lo
anterior con la finalidad de realizar un consenso que diera al médico una guia para tomar

decisiones.

En México, la infeccion es muy frecuente y la mayoria de los individuos portadores de
la bacteria no presentan datos clinicos sugerentes de alguna enfermedad. Ya que realizar el
diagnostico a la poblacion abierta implicaria costos elevados, por lo tanto la basqueda debe ser
intencionada y orientada hacia las entidades clinicas que sin duda se han asociado a la presencia
de H. pylori. En esta situacion se encuentran los enfermos de ulcera péptica (duodenal o

gastrica), gastritis atréfica y metaplasia intestinal. Se pueden agregar dos condiciones que son

20



4. Antecedentes

muy frecuentes en la practica clinica y corresponden a las personas que utilizan inhibidores de
la bomba de protones (IBP) y los que emplean antiinflamatorios no esteroideos [Abdo y cols,
2007].

Desde su descubrimiento en 1983 como agente causal de multiples padecimientos, se
han desarrollado diferentes métodos de diagnostico. Tradicionalmente se han denominado
invasivos y no invasivos, para los que requieren una toma de biopsia y los que no la necesitan
respectivamente [Tu, et al. 1999]. Los métodos invasivos son la biopsia utilizada para el cultivo,
la prueba répida de ureasa, el examen histoldgico y la reaccién en cadena de la polimerasa.
Dentro los no invasivos estan la prueba de aliento, la demostracion de antigenos de H. pylori en
materia fecal y las pruebas seroldgicas que se basan en el descubrimiento especifico de

anticuerpos anti-H. pylori [Alonso, et al, 2013].

Pese a la variedad de alternativas diagndsticas, para elegir la prueba mas util debe
tomarse en cuenta el escenario clinico (necesidad o no de un estudio endoscépico), la certeza
diagnostica de cada prueba y el costo. Un aspecto importante a considerar es la frecuencia de la
enfermedad en la poblacion general. Este aspecto incurre sobre los valores de prediccion
positiva 0 negativa de los métodos empleados. Por estas consideraciones se establece que: si por
el cuadro clinico requiere de un estudio endoscopico debe realizarse una prueba rapida de urea-
ureasa. El estudio histoldgico estaria indicado si la prueba inicial es negativa y el indice de
sospecha es elevado. En caso de no efectuarse la endoscopia debe realizarse una prueba en aire
espirado con urea marcada [Abdo y cols, 2007].

El cultivo es el método de mayor especificidad en el diagnostico de H. pylori. Sin
embargo, la sensibilidad varia mucho de 60 a 98%. Su crecimiento es lento, y las primeras
colonias suelen aparecer entre el quinto y séptimo dia. La identificacion de H. pylori se hace

por su actividad enzimatica de ureasa, oxidas y catalasa [Alonso, et al, 2013].

La serologia es Util en el estudio de poblaciones seleccionadas. Sin embargo, no puede
diferenciar la infeccion activa de una exposicion previa al patdégeno. El rendimiento de estas
pruebas puede comprometerse por el método diagnostico considerado como referencia (prueba
de oro), la clase de anticuerpo, el tipo de antigeno y la técnica seroldgica utilizada, asi como por
la poblacion de estudio [Alonso, et al, 2013].
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En cuanto a la histologia, no solo permite el diagnostico de la infeccion, sino que ademas
proporciona informacion sobre los cambios morfologicos de la mucosa géstrica evaluando la
densidad de H. pylori. La técnica mas utilizada es la tincion de hematoxilina-eosina, su principal
ventaja es que hace posible el diagnostico y determinar el grado de la lesion histologica, sin

incrementar el costo y el tiempo al procesamiento habitual de las biopsias [Alonso, et al, 2013].

45.1. DIAGNOSTICO EN NINOS

La gama de pruebas que pueden emplearse para diagnosticar la infeccion por H. pylori
es amplia, no obstante, puede no estar definido que prueba debe particularmente ser utilizada en
nifios donde los resultados pueden no ser comparables con los obtenidos en pacientes adultos
[Guarner, Kalach, Elitsury y Koletzko, 2010]. Ya que el diagnostico en esta poblacion es
complejo se han utilizado en diversos estudios pruebas seroldgicas, prueba del aliento con urea

marcada o antigeno en heces.

La mayoria de los estudios publicados emplean la prueba del aliento con urea (por sus
siglas en inglés de Urea Breath Test UBT). Es un método exacto no invasivo para evaluar la
infeccion por H. pylori en adultos. Se basa en el analisis de la actividad enzimética de la ureasa
caracteristica del metabolismo de H. pylori en presencia de urea marcada con isétopos de
carbono (*3C no radioactivo y *C radioactivo). Si la bacteria se encuentra en el estomago, la
urea es hidrolizada en amoniaco y didxido de carbono (COy); el CO, marcado con el is6topo
difunde hacia la sangre y es eliminado por los pulmones con la exhalacion [Gisbert & Pajares,
2000; Leal, Flores, Fuentes-Panana, Cedillo-Rivera, y Torres, 2011]. La primera vez que se
reporté en un estudio para diagnosticar H. pylori fue por Graham y colaboradores en 1987; en
esa publicacién establece el método como estandar de oro de las pruebas no invasivas en la
deteccion de este microorganismo. La prueba tiene una sensibilidad y especificidad de entre el
90 al 100% en ambos parametros. Sin embargo, pueden observarse falsos negativos derivados
del consumo de antibidticos o IBP durante los dias previos al estudio, asimismo se pueden dar
falsos positivos por la presencia de otras bacterias ureasa®™ en el estdmago, pese a ello la
relevancia clinica de este hecho parece ser muy limitada [Leal, et al, 2011; Gisbert & Pajares,
2000].
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La serologia se ha elegido para identificar una serie de antigenos especificos de H. pylori
en los que se incluyen los ya conocidos CagA, VacA, UreB, entre otros. La mayoria de los
estudios se basan en inmunoensayos enzimaticos y en la deteccion de anticuerpos tipo 1gG. En
un estudio realizado en México, Mendoza-lbarra y colaboradores, demostraron que la
sensibilidad y especificidad de su método desarrollado por ELISA, fue del 80 y del 85%,
respectivamente. Se adiciona la determinacion de IgA para aumentar la sensibilidad y
especificidad de la prueba [Lim, Yeoh, Ho & Lim, 2005; Monteiro, Sarrasqueta, et al, 2001;
Mendoza-lbarra et al, 2007]. Asi pues estas pruebas deben ser complementadas con otras para
alcanzar una sensibilidad y especificidad que se necesitan para que el resultado sea lo mas real
posible, considerando que no permite discriminar la infeccion activa de la inactiva, no es Util
para determinar el éxito terapéutico e incluso los falsos positivos pueden presentarse tras la
erradicacion exitosa [Malfertheiner, Megraud & O'Morain, 2007; Hirschl & Rotter, 1996].

En cuanto a la capacidad de detectar antigenos de H. pylori en materia fecal, se han
desarrollado métodos inicialmente con anticuerpos policlonales y recientemente con
monoclonales, los cuales se adquieren mediante kits comerciales. En la publicacion de Nares-
Cisneros y colaboradores, presentaron la utilidad de una metodologia basada en anticuerpos
monoclonales, demostrando que es Util para diagnosticar la infeccién en nifios de todas las
edades, ademas para screening poblacionales en paises en desarrollo. No obstante, la
sensibilidad se ve afectada con el uso de IBP y/o antibidticos, la sensibilidad y especificidad
son del 96 y 97% respectivamente estos valores solo aplican siempre y cuando se empleen
anticuerpos monoclonales [Kanna, Maradey-Romero & Fass, 2013].

Es evidente que es necesaria una prueba no invasiva y a la vez de alta sensibilidad y
especificidad que no solo cumpla estas caracteristicas sino que ademas permita cubrir las
necesidades de entregar un diagnostico certero y rapido para el comienzo de la terapia.

45.2. DIAGNOSTICO DE H. pylori MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Debido a que hasta el momento no existe una prueba de referencia absoluta para el

diagnostico de H. pylori, pese a que la histologia y el cultivo microbioldgico siguen siendo las
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mas empleadas esta técnica llega a tener sus problemas, dadas las caracteristicas particulares del
microrganismo la posibilidad de aislarlo se reduce considerablemente [Roblejo, et al. 2003]. Por
lo anterior es que la reaccion en Cadena de la Polimerasa ofrece ventaja sobre los demas métodos
diagnosticos ya que detecta la secuencia especifica del DNA de H. pylori en concentraciones
minimas, a partir de biopsia gastrica [Moncayo, et al. 2002]; no obstante, es posible realizar la
metodologia empleando placa dental y mucosa oral [Sayed, Anand, Kmath, Patil, Preethanath
& Anil, 2014; Salmanian, Siavoshi, Akbari, Afshari, Malekzadeh, 2008].

La primera descripcion de H. pylori en la cavidad oral fue reportada en 1989, cuando la
bacteria fue cultivada a partir de placa dental de 1 de 29 pacientes con enfermedad gastrica
asociada con la bacteria. Algunos reportes han indicado que la cavidad oral puede servir como
reservorio y una fuente de reinfeccion, ademas del hecho que facilita la infeccion oral-oral
[Sayed, et al. 2011].

45.3. UTILIZACION DE LA INFORMACION DEL GENOMA COMPLETO DE
HELICOBACTER EN ESTUDIOS CLINICOS.

Conocer la secuencia de un segmento de DNA, representa una gran ventaja para su
caracterizacion, ya que a través de la secuencia, es posible determinar regiones donde inicia la
transcripcion, asi como zonas de inicio de la traduccion, deducir la secuencia de aminoacidos
para la sintesis de una proteina y la formacion de estructuras secundarias [Cerezo y Madrid,
1995].

El analisis del genoma completo empleando la tecnologia de la secuenciacion
proporciona una vision extensa del genoma de H. pylori para comprender su evolucion y
patogenicidad. Desde que se publicé por primera vez el genoma completo de la cepa 26695, las
secuencias de mas de 20 de ellas se determinaron por el método de Sanger. Esta acumulacion
de datos con respecto al genoma completo permite un analisis amplio de la secuencia del

genoma de este patégeno [Suzuki, et al. 2012].

Saunders y colaboradores (2005), detectaron mediante este analisis, la transferencia
horizontal de genes, con la comparacion integral gen por gen empleando las cepas J99 y 26695.

El resultado indico que una amplia gama de genes que codifican factores de virulencia y
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especificos de las cepas fueron adquiridos por transferencia y que genes metaboélicos del nlcleo
como ftsK, xerD y polA también se intercambiaron.

De igual forma el analisis del genoma completo es valioso para la investigacion de
factores genéticos relacionados con diferencias en la virulencia entre cepas. El estudio efectuado
por McClain et al en 2009 evidencié semejanzas entre cepas obtenida a partir de un paciente
con cancer gastrico y otra de un paciente con Ulcera gastrica, encontrando que estaban
relacionadas muy intimamente con cepas encontradas en el este de Asia y cepas europeas
respectivamente. En ese ensayo también determinaron que la cepa obtenida de cancer géstrico
presentaba genes especificos de la cepa que eran candidatos para ser asociados con este
padecimiento; mientras que las cepas del este de Asia son conocidas por su fuerte capacidad

carcinogeénica.

El presente trabajo muestra la estandarizacion de una prueba diagnostica especifica para H.
pylori utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa 0 PCR pues diversos estudios han
demostrado que esta técnica de Biologia Molecular tiene una especificidad entre 95 a 100% y
unasensibilidad entre 85y 95 % [Moncayo et al, 2002]. También por lo facil de tomar la muestra
y contribuir a un diagnéstico oportuno y certero ya que como se menciond previamente la

cronicidad de esta infeccion genera dafios muchas veces irreversibles para el paciente.
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5. JUSTIFICACION

La infeccidn por Helicobacter pylori en nifios en paises en vias de desarrollo esta muy estudiada
debido a que esta condicion se ha relacionado con secuelas como déficit de hierro, anemia, talla
baja o crecimiento lento, esto aunado a los efectos ya conocidos de la presencia de este
microorganismo en el estdbmago. Ademas de su vinculacion con aspectos como estatus

socioecondémico bajo, hacinamiento, grado de estudios y la crianza.

A la fecha en México ya se tiene conocimiento de la prevalencia por grupos etarios desde el
primer afio de edad y hasta los 90 afios. Asi como también se sabe esta infeccion se adquiere
antes de los 10 afios con la posibilidad de transcurrir la vida del individuo infectado sin

desarrollar sintomas hasta la 22 o 32 décadas de la vida.

Para realizar el diagnostico en nifios se tiene la indicacion de realizar principalmente la prueba
del aliento con urea, complementada por pruebas inmunoldgicas llevadas a cabo con suero o
heces. Sin embargo, en un sentido practico, se requiere de varios dias para procesar una serie de

muestras y generar resultados.

En el presente trabajo la utilizacion de la PCR demuestra la conveniencia de emplearla como
método diagnostico al no ser invasiva porque emplea una muestra facil de tomar, es altamente
sensible, especifica y se consiguen resultados certeros en tan sélo unas pocas horas para una
serie de muestras, permitiendo asi optimizar tiempo y recursos en su aplicacion préactica en la

poblacién infantil.
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6. OBJETIVOS:
General:

Establecer las condiciones dptimas para detectar mediante la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa al gen de la fraccién ribosomal 16S con la finalidad de que la prueba pueda ser

aplicada en estudios posteriores para la identificacion de Helicobacter pylori.
Especificos:

3 Establecer las condiciones adecuadas de MgCl. para la PCR utilizando diferentes
concentraciones de esta sal con la finalidad de optimizar dicha reaccion de forma
particular para la fraccion 16S de H. pylori.

©3 Determinar la temperatura de alineamiento idonea mediante la aplicacion de la formula
de la Tm y manejando ademas un gradiente de 3 diferentes temperaturas con el propdsito
de establecer el perfil térmico para la reaccion.

o8 Amplificar el gen de la fraccion ribosomal 16S empleando como muestra el DNA de
infantes aplicando las condiciones determinadas previamente para comprobar el alcance
de la reaccion en base a estas.

©3 Realizar la electroforesis en gel de agarosa empleando los productos de PCR
evidenciando asi las bandas correspondientes al fragmento amplificado de la H. pylori

con la finalidad de verificar su utilidad diagndstica.
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7. Delimitacion de la Poblacion
7. DELIMITACION DE LA POBLACION
7.1.Poblacién de estudio

Se considerd a un grupo de 41 nifios de entre 3 y 6 afios del Centro de Desarrollo Infantil “Nifios

Héroes de Chapultepec”.
7.2.Criterios de inclusion

Nifios cuyos padres aceptaron participar en el estudio, firmaron el consentimiento informado y
proporcionaron las muestras de mucosa de la mejilla para extraccion de DNA y fueran sometidas

a PCR punto final para el gen de 3-globina cuya amplificacién de dicho gen fue positiva.
7.3.Criterios de exclusion

Nifios cuyos padres no aceptaron participar en el estudio.

7.4.Criterios de eliminacion

Muestras de DNA en las que no se logro la amplificacion del gen de B-globina, lo que indica

que el material se encuentra degradado y no es posible amplificarlo.
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8. MATERIAL Y METODOS

©8 MUESTRAS NINOS

Se recibieron 41 muestras de DNA a las que previamente se les evalud:
l. Cuantificacion y relacion de pureza en espectrofotdmetro NanoDrop 1000 serie 1371.
Il Prueba de integridad de DNA en gel de agarosa al 2%
Ii. Prueba de calidad del DNA mediante la amplificacion del gen de B-globina humana y

posterior electroforesis en gel de agarosa al 2%

3 MUESTRA DE HELICOBACTER PYLORI

Para la estandarizacion se utilizo una cepa tipo ATCC 43504 de Helicobacter pylori donada por
el cepario del Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, del Instituto Politécnico Nacional. A partir de un cultivo de 96 horas de incubacion, a

dicha cepa se le realizé la extraccion de DNA como se describe a continuacion:

Se colocd la cepa tipo ATTC 43504 de H. pylori tomada a partir de un cultivo reciente en
tubo Eppendorf con capacidad de 2 ml, que contenia 700ul de Buffer de extraccion (EDTA 0.02
M, Tris 0.01 M, SDS 0.5%). A continuacion se mezclé perfectamente manualmente, por inversion
durante 5 minutos.

Enseguida se le adicion6 un volumen de proteinasa K a una concentracion final de 50
pg/ml, se mezcld perfectamente por inversion y se incubé a una temperatura de 70°C durante 20
minutos.

Se le adiciond un volumen de fenol ultrapuro (Gibco BRL), se mezcl6 manualmente por
inversion durante 5 minutos, y se centrifug6 a 2.000 rpm durante 5 minutos.

A continuacion se recupero la fase acuosa en otro tubo Eppendorf y precipito el DNA con
NaCl (Sigma) al 0.2 M y se adicion6 un volumen de isopropanol (JT Baker), se mezcld por
inversion hasta la aparicion de la hebra de DNA y se centrifugd a 13000 rpm por 5 min y se
procedié a decantar cuidadosamente el sobrenadante.

Por altimo, se lavé 3 veces con 500 i de etanol al 70%, centrifugo a 10,000 rpm, y se dejé

secar cubriendo con gasa.
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Previo a la utilizacion del DNA, se hidraté con un volumen de 250ul de agua estéril

inyectable y se almaceno a -4°C.

3 CUANTIFICACION Y PUREZA

Se realizé la cuantificacion y relacion de pureza del DNA empleando un espectrofotometro
NanoDrop 1000 serie 1371 (Thermo Scientific).

o3 CEBADORES

La amplificacion se realiz6 mediante PCR punto final, se utilizaron los cebadores
previamente publicados por Roblejo & colaboradores (2005). Las secuencias de los cebadores

son las siguientes:

Tabla 1. Cebadores para la fraccion ribosomal 16S de H. pylori

Sentido Antisentido Tamario del producto
5’- CCC TCA CGC CAT 5’- AAG AAG TCA AAA 537 ob
CAG TCC CAA AAA-3’ ACG CCC CAA AAC-3’ P

3 ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE MAGNESIO
(MgCl2) PARA LA PCR DE LA CEPA TIPO H. PYLORI ATCC 43504

Para establecer la concentracion de MgCl. 6ptima en la reaccion de PCR se realizé una
curva de magnesio con las concentraciones 2.0 mM; 3.0 mM; 4.0 mM, y 5.0 mM, respetando

las condiciones siguientes:

Tabla 2. Condiciones de PCR para el establecimiento de la concentracién 6ptima de MgCl»

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final
para 25 uL
Buffer de PCR (Invitrogen®)
10X 2.5 1X
dNTP's 2Mm 2.5 0.2mM
i ®
MgCl; (Invitrogen®) 50mM 1.0: 1.5: 2.0: 2.5 1mM, 1.5mM, 2 mMy
2.5 mM
Cebador sentido 10 pL 2.5 1uM
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Cebador antisentido 10 uL 2.5 1uM
Agua inyectable Cbp
Tag. DNA polimerasa platinum

5U/ . 0.05 0.01U/ uL

o3 ESTANDARIZACION DE LA TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO (TM) PARA LA
REACCION DE PCR DE LA CEPA TIPO H. PYLORI ATCC 43504

Para estandarizar la temperatura de alineamiento optima en el ciclaje de la PCR se llevd
a cabo el céalculo de las temperaturas de cada uno de los cebadores mediante la férmula [Wallace,
Shaffer, Murphy, Bonner, Hirose & Itakura, 1979]:

TM =2(A+T)+4(G+ C)
Sustituyendo se obtiene:
CEBADOR SENTIDO
TM = 2(11) + 4( 13)
TM = 54°C
CEBADOR ANTISENTIDO
TM = 2(14) + 4(10)
TM = 54°C

De acuerdo a los célculos anteriores se realizé una curva de TM a las temperaturas 52°C,
54°C y 56°C. Las condiciones del ciclaje se ajustaron a la concentracion de MgCl, éptima,

obtenida previamente.
©3 PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR

Tanto la reaccion para las condiciones de MgCl. como para la Tm adecuada se llevaron
a cabo en el equipo Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Los ciclos programados quedaron asi:
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Tabla 3. Programa del termociclador para la PCR

PROCESO TEMPERATURA (°C) DURACION (min) | Repeticiones
Desnaturalizacion 94 5.0 1
Desnaturalizacion 94 0.5

Alineamiento 52/54/56 0.5 30

Extension 72 0.5

Extension 72 7.0 1

3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez estandarizados los procedimientos se realiz6 la evaluacion con la PCR de las 41
muestras del estudio piloto.

Se debe sefialar que para las muestras que resultaron negativas tras la amplificacion, se procedio
a reamplificar los productos de PCR con la finalidad de obtener més cantidad de materia el cual
pudiera ser apreciado en el gel de agarosa como positivo.

3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (ESTANDARIZACION Y
DIAGNOSTICO)

Todos los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa (Agarosa ultrapura
Invitrogen®) al 2% tefiidos con bromuro de etidio, usando como solucion tampon TBE al 0.5X
(TBE 10X Invitrogen®), se empled una cdmara de electroforesis modelo Horizon 58 de la marca
Whatman®; fue sometido a un voltaje de 90 a 100 V en un tiempo aproximado de 20 minutos
usando la fuente de poder Modelo 250 de Life Technologies®.

El revelado del gel se realizo con un transiluminador de luz ultravioleta a 234 nm DNR Bio-
Imaging Systems y el software KODAK Molecular Imaging Software (KODAK MI
Software®).
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3 SECUENCIACION DEL PRODUCTO DE PCR

Empleando una de las muestras positivas en la poblacion de estudio, como verificacion
de que el producto de PCR fuera especifico de la bacteria Helicobacter pylori, se efectud la

secuenciacion por método de Sanger como se describe a continuacion:

Inicialmente, se realiz6 al limpieza del producto de PCR elegido, empleando el reactivo
EXoSAP-IT (Affymetrix®), la funcidn de este reactivo se basa en la accion de dos enzimas
hidroliticas, la hexonucleasa | cuya actividad es la de degradar los iniciadores residuales y una

fosfatasa alcalina de camaron que hidroliza los ANTP’s excedentes.

Para comenzar se colocaron 5 uL del producto en un tubo de polipropileno para 200 uL
de capacidad, se le adicioné 2 upL de reactivo EXoSAP-IT, esta mezcla se incub6 en el
termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems®) a 37°C durante 15 min,

posteriormente se incubd a 80°C para inhibir la actividad enzimética.

En segundo lugar, se prepar6 la mezcla de reaccion de secuenciacion, esta reaccion se
basa en el método de Sanger. Al producto de PCR una vez limpio se le adicion6 BigDye
terminator v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems®), este contiene analogos
dideoxirribonucle6tidos marcados con fluoréforos que se incorporan a la hebra de DNA que se
esta sintetizando, actuando como terminadores y generando fragmentos de DNA de diferentes
longitudes, marcados con colores diferentes entre si en el extremo 3°. Ademas, la mezcla
contiene elementos propios de la PCR a la que se someteria. En la tabla 4 se describen las
condiciones de cada uno de los componentes:

Tabla 4. Condiciones de la reaccién de secuenciacion.

Reactivo Cantidad (pL)
BigDye® Terminator (mezcla de reaccion) L
(Applied Biosystems®)
Amortiguador BigDye® 2ul
Iniciador sentido (10uM) Tl
Agua bidestilada 2ul
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Producto de PCR sometido a limpieza con

2ul
EX0SAP-IT

A continuacion se muestra el ciclaje para la reaccion:

Tabla 5. Ciclaje del termociclador

PROCESO TEMPERATURA (°C) | DURACION | REPETICIONES
Desnaturalizacion 96 1 min 1
Desnaturalizacion 96 30s

Alineamiento 50 15s 25

Extension 60 3 min

Para someter el producto de la reaccion es necesario llevar a cabo una limpieza con el
fin de eliminar el excedente de terminadores marcados por no haberse incorporado a las cadenas
de DNA recién sintetizadas, pues pueden provocar interferencias, asi como la presencia de
moléculas de bajo peso molecular ademas de las sales presentes en el producto. Para realizar la

depuracién del producto se efectuaron los pasos que a continuacion se describen:

Antes de proceder con la limpieza, se hidrat6 una columna CENTRI-SEPTM (Life
technologiesTM®) con 1ml de agua bidestilada, homogeneizando la mezcla por pipeteo sin

dejar burbujas.
Se dej6 reposar la mezcla contenida en las columnas por 10 minutos.

Se quitaron las tapas superior e inferior de las columnas con el fin de drenar el agua

durante 10 minutos.

Se colocaron las columnas en tubos colectores limpios y se procedié a centrifugarlas a

2800rpm durante 5 minutos, lo anterior para retirar el agua excedente.

Se colocaron las columnas en tubos de polipropileno de 1.5ml estériles previamente marcados.
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Se adiciond todo el producto de la reaccion de secuencia (17-18ul) en el centro de la
columna y posteriormente, se centrifug6 la columna a 2800 rpm por 4 minutos. Se retird la

columna'y se conservo el producto de reaccion de secuencia en el tubo de 1.5 ml.

Después, se procedio a eliminar el excedente de agua empleando una centrifuga de vacio
(LABCONCO®) por 20 minutos.

El botdn obtenido se resuspendio en 20 uL de formamida y se colocé en una placa de 96

POZOS.

Un requisito para introducir las muestras en el secuenciador, es que debe estar
desnaturalizada la cadena de DNA, esto se consiguié incubando el producto a 96°C durante 5

minutos y se preservo en hielo hasta su uso.

Posteriormente, se coloco en el secuenciador automatizado 3130 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems®).

Finalmente, se obtuvo la secuencia en crudo del equipo y empleando el programa
Bioedit® v7.2.5 se generd la secuencia del fragmento en formato FASTA. Se trata de un
programa de edicion y analisis de secuencias que dentro de sus funciones esta la de migrar el
resultado al formato FASTA permitiendo su visualizacion en txt y asi facilitar el analisis con

otros programas.

Para analizar la secuencia generada se introdujo en BLAST® desarrollado por NLM es una
herramienta de busqueda de alineamientos locales basicos que mediante métodos estadisticos
compara la secuencia de DNA o proteica de interés con una base de datos de secuencias,
generando asi un grafico correspondiente a la comparacion de la secuencia con otras que tienen

un significativo grado de similitud [Madden, 2002].
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9. RESULTADOS

o3 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION.

9. Resultados

Las tablas a continuacién muestran las caracteristicas nutricionales, socioeconémicas y

los antecedentes personales y familiares de cada paciente. Asimismo se aprecian graficos con

los datos mas relevantes de cada tabla.

La poblacion estudiada estuvo compuesta por 7 pacientes de 3 afios (4 mujeres y 3

hombres), 15 pacientes de 4 afios (8 mujeres, 7 hombres), 15 pacientes de 5 afios (8 mujeres, 7

hombres) y 4 pacientes de 6 afios (3 mujeres y 1 hombre).

Con respecto a la somatometria para indicar el IMC en nifios la OMS establece que debe

hacerse de acuerdo a las curvas de percentiles para IMC en nifios y nifias. Para interpretar el

valor de interpolacion de los datos se considera que el porcentaje de IMC concuerda con que

por cada 100 nifios ese porcentaje tiene peso bajo, normopeso, sobrepeso u obesidad, ademas

que para considerar realmente sano a un nifio este debe encontrarse en la curva que corresponde
a 50 percentiles [OMS, 2014].

Tabla 6a. Generalidades de la poblacion

Somatometria

# Ctrl Edad Sexo
Peso (Kg) Talla (m) ICM Percentiles
1s 3 F 12 0.9 14.8 25
25 3 M 12 0.88 15.49 48
3s 3 F 12 0.92 14.17 5
4s 3 F 15 1.02 14.41 10
5s 3 M 12.5 0.91 15.09 17
6s 3 M 13.5 0.97 14.34 5
75 3 F 15 0.94 16.97 75
8s 4 F 16.5 1.1 13.63 4
9s 4 F 15 1.05 13.6 3
10s 4 F 16.5 0.96 17.9 94
11s 4 M 18 1.08 15.43 46
12s 4 F 19 1.06 16.9 85
13s 4 M 18.5 1 18.5 97
14s 4 F 16 1 16 73
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15s 4 F 23 1.08 19.7 97
16s 4 F 15.5 1 15.5 56
17s 4 M 16 1.04 14.79 23
18s 4 M 15.5 0.98 16.13 65
19s 4 F 17.5 1.1 14.46 22
20s 4 M 19.5 1.11 15.82 53
21s 4 M 19 1.12 15.14 30
223 4 M 16 1.02 15.37 41
23s 5 M 15.5 0.92 18.31 96
24s 5 F 24 1.02 23.06 99
258 5 F 18 1.09 15.15 50
26s 5 F 16.5 1.04 15.25 53
27s 5 F 17 1.14 13.08 2
28s S M 16.5 1.1 13.63 3
29s S M 16.4 1.1 13.58 3
30s S M 16 1.02 15.37 45
31s 5 F 20 1.1 16.52 80
32s 5 F 18.5 1.14 14.23 20
33s 5 M 26.5 1.14 20.39 98
34s 5 M 19.2 1.12 15.3 50
35s S M 16.9 1.09 14.22 13
36s S F 20 1.05 18.14 90
37s S F 22 1.1 18.18 92
38s 6 F 17 1.05 15.41 52
39s 6 M 20 1.15 15.12 60
40s 6 F 16 1.09 13.46 5
41s 6 F 18 1.1 14.87 40

En las gréficas siguientes se observa la prevalencia en cuanto a género e IMC.

B Mujeres M Hombres

Hombres
44%

Mujeres
56%

Figura 1. Poblacion por género
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La grafica que se muestra a continuacion refleja el estatus nutricional general, se observa
que el 22% de los participantes estan debajo de su peso normal, 65% se encuentra dentro del

peso normal, 10% ya presenta sobrepeso y el 3% obesidad.

HBajo peso H Normopeso Sobrepeso Obesidad

Figura 2. Estatus nutricional basado en el IMC

Dentro de los aspectos socioeconémicos se consideraron la fuente del agua que bebe el

participante, si cuenta con drenaje y el tipo de mascota con la que tiene contacto.

Tabla 6b. Aspectos socioeconémicos

# Ctrl Agua para Drenaje | Mascota | #Ctrl Agua para Drenaje | Mascota
beber beber
1s Gn Si No 22s Gn Si No
2s Gn Si No 23s Gn Si Perro
3s Gn Si No 24s Gn Si No
4s Gn Si No 25s Gn Si No
5s Gn Si Perro 26S Gn Si Otro
6s Gn Si No 27s Gn Si Otro
7s Gn Si No | 28s Hv Si Gato,
Perro
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8s Gn Si No 29s Hv Si No
9s Hv Si No 30s Gn Si No
10s Gn Si Gato 31s Gn Si No
11s Gn Si No 32s Gn Si Gato
12s Gn Si Gato 33s Gn Si No
13s Gn Si Gato 34s Gn Si No
14s Gn Si No 35s Gn Si No
15s Gn Si No 36s Gn Si No
16s Gn Si Gato 37s Gn Si Perro
17s Gn Si No 38s Gn Si No
18s Gn Si No 39s Gn Si No
19s Gn Si No 40s Gn Si No
20s Gn Si No 41s Gn Si No
21s Gn Si Gato, Perro

La figura 3 muestra el tipo de mascota con las que tienen contacto cada uno de los

participantes, en este caso el que no tuvieran mascota fue la condicion que prevalecio entre la

poblacion, seguido del grupo que tenia gatos con el 12%, los que tenian perro 7%, el 5% del

grupo de aquellos que tenian ambas mascotas y asi como los que tenian otro tipo de mascota

(reptiles, roedores o peces).
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M No tiene mascota M Gato MPerro mGatoyPerro mOtro

Figura 3. Mascota con la que convive el paciente.

De la poblacion 92.6% toma agua purificada de garrafon (Gn) y solo el 7.4% consumen

agua hervida (Hv).

Fuente del agua que bebe
40
35
30
25
20
15

10

Garrafén Hervida

Figura 4. Fuente de agua para beber.

En los antecedentes familiares que reportaron los responsables legales de los
participantes se encontraron Gastritis (Gs), Cancer gastrico (Ca), Ulcera (U) y Dispepsia (D).
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En cuanto a los antecedentes personales también describieron dolor abdominal, en el

epigastrio, con los alimentos, durante la noche, diarrea, vomito y reflujo.

Tabla 6¢. Antecedentes personales y familiares de patologias gastricas.

Familiares Personales
# Ctrl Dolor . ) )
Patologia - - - - Diarrea | Vomito | Reflujo
Abdominal | Epigastrio | Alimentos | Nocturno
1s NO no no no no no no No
2s Gs no no no no no no No
3s NO no no no no no no No
4s NO no no Si no Si no No
5s NO no no no no no no No
6s Gs Si no no no Si Si Si
7s NO no no no no no no No
8s Gs no no no Si no no No
9s NO Si no Si Si no no No
10s NO Si no no no Si Si No
11s Gs no no no Si Si Si No
12s Gs no no no no no no No
13s NO no no no no no no No
14s Ca no no no no Si Si No
15s Gs no no no no no no No
16s NO no no no no Si no No
17s NO Si no no no Si Si No
18s NO no no no no no no No
19s Ca Si no no no no no No
20s Gs Si Si no no no no No
21s NO no no no no no no No
22s NO no no no no no no No
23s U no no no no no no No
24s Gs Si Si Si Si Si Si Si
25s NO no no no no Si no No
26s NO no no no no no no No
27s NO no no no no no no No
28s D no no no no Si Si Si
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29s NO Si no no Si no no No
30s Gs no no no no no no No
31s Gs no no no no no no No
32s Gs no no no no no no No
33s NO no no no no no no No
34s NO no no no no no no No
35s NO no no no no Si no No
36s Gs no no no no Si no No
37s NO no no no no no no No
38s NO no no no no Si no No
39s NO no no no no no no No
40s NO no no no no no no No
41s NO no no no no no no No

Entre los participantes los antecedentes familiares que mas prevalencia tuvo fue la
gastritis (12 participantes), seguido del céncer gastrico (2), ulcera y dispepsia con un
participante, no obstante, mas de la mitad de la poblacion (25 participantes) no tuvo antecedentes

de estas patologias.

30
25
25
20
15 12

10

1 1

Gastritis Ca. Gastrico Ulcera Dispepsia Sin antecedentes

Figura 5. Antecedentes familiares

La mayoria de los nifios (21) no reportd sintomas, seguido de diarrea en 13 de ellos,
dolor abdominal, vomito, dolor nocturno, dolor con los alimentos y reflujo reportado por 3 en

ambos sintomas y por ultimo 2 con dolor en el epigastrio.
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Dolor nocturno 5

Dolor con los Alimentos 3

Dolor Epigastrio 2

Dolor Abdominal 11

Reflujo 3

Vomito 7

Diarrea 13

No presenta sintomas

Figura 6. Antecedentes personales
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21

20 25

o3 EXTRACCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE DNA PARA LA CEPA
TIPO H. pylori ATCC 43504.

Se logr6 obtener DNA de la cepa tipo H. pylori ATCC 43504 con la técnica de fenol-

cloroformo.

Al cuantificar y verificar la pureza del material se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de DNA para la cepa tipo de H. Pylori ATCC 43504

MUESTRA

CONCENTRACION DE DNA (ng/uL)

RELACION 260/280

Ctrl +

66.66

1.87

3 ESTANDARIZACION MgCl, PARA LA CEPA TIPO H. pylori ATCC 43504.

La figura 7 muestra la concentracién de MgCl. 6ptima para la PCR de la cepa tipo H.

pylori ATCC 43504.
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B P B P B P B [
1.0 mM 1.5 mM 2.0 mM 2.5 mM

Figura 7. Concentracion éptima de MgCl.. En la imagen se observa el marcador de peso molecular de
1Kpb (M), blanco de reactivo (B) y muestra de la cepa tipo H. pylori ATCC 43504 (P). Tres de las
cuatro concentraciones probadas son Utiles para amplificar el fragmento, con la finalidad de
optimizar los reactivo se eligio la concentracion 1.5 mM como Optima a la que se obtiene el

amplificado.

o3 ESTANDARIZACION DE LA TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO PARA LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DE LA CEPA TIPO H. pylori ATCC
43504.

Utilizando la concentracidon optima de la reaccion se obtuvieron las condiciones de la
PCR para la cepa tipo H. pylori ATCC 43504 con el objetivo de optimizarla empleando la TM
adecuada quedando de la siguiente manera:
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Tabla 8. Condiciones de PCR para establecer temperatura de alineamiento optima.

Reacti Volumen (uL) Concentracion
eactivo .

para 25 uL final
Buffer de PCR
(Invitrogen®) 10X 2:5 X
dNTP's 2Mm 2.5 0.2mM
MgCl; (Invitrogen®)
50mM 15 1.5mM
Cebador sentido 10uM 2.5 1uM
Cebador antisentido
10 uM 2.5 1 uM
Agua inyectable chp
Tag. DNA polimerasa
olatinum 5U/ . 0.05 0.01U/ uL

En la figura 8 se aprecia la estandarizacion de la temperatura de alineamiento para la cepa tipo
H. pylori ATCC 43504.

Figura 8. Estandarizacién de TM para la
cepa tipo H. pylori ATCC 43504. Se observa
gue pese a que tanto a la temperatura de
52°C como a 54°C la reaccion ocurre
exitosamente, no obstante, la banda a 54°C
(Temperatura de alineamiento teorica), es
mas intensa por lo que se eligio esa
temperatura como Optima. En cuanto a 56°C

se descartd por requerir mayor temperatura.

3 DIAGNOSTICO Y PREVALENCIA

Para establecer el diagndstico como ya se mencioné previamente se llevo a cabo la PCR
en 41 muestras de las cuales, se presentan las series en las que se observaron 4 resultados

positivos a la infeccion. La prevalencia obtenida fue de 9.75% de la poblacion.
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M Ctrl
TKph (#¥) Bea 15 25 35 45 55 65 85 11s 12513s517s
= e

b)
Figura 9. Amplificacion del fraccion ribosomal 16S de H. pylori en muestras clinicas. Las flechas
indican las muestras positivas a la infeccion por H. pylori.En las imagenes se puede observar en el
carril M correspondiente al marcador de peso molecular (1Kpb), Bco: blanco de reactivo, Ctrl (+), los

carriles restantes pertenecen a las muestras analizadas.

En la prueba piloto se obtuvieron 4 resultados positivos de estos dos de sexo femenino
y dos de sexo masculino, cabe sefialar que tres de estas se obtuvieron en la reamplificacion del
producto de PCR.

Tabla 9. Resultados de la PCR en las muestras clinicas.

Amplificacion | Reamplificacion Amplificacion | Reamplificacion
1s - - 22s - -
2s - - 23s - -
3s - - 24s - -
4s - - 25s - -
5s - - 26s - +
6s - + 27s - -
7s - - 28s + +
8s - + 29s - -
9s - - 30s - -
10s - - 31s - -
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11s - - 32s - -
12s - - 33s - -
13s - - 34s - -
14s - - 35s - -
15s - - 36s - -
16s - - 37s - -
17s - - 38s - -
18s - - 39s - -
19s - - 40s - -
20s - - 41s - -
21s - -

En la figura 10 se observa que la prevalencia de la infeccion entre la poblacién fue de

aproximadamente el 10% (9.75%), este porcentaje se encuentra equilibrado entre nifios y nifias

con un incremento entre los nifios de 5 afios (2 muestras positivas).

Positivos Negativos

Figura 10. Resultados PCR para la deteccidon de H. pylori.
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9.

Tabla 10. Datos globales de las muestras positivas a la infeccion mediante PCR
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©3 TRATAMIENTO ESTADISTICO

9. Resultados

El tratamiento estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad InStat® version 3.10.,

utilizando la prueba X?.

~» SEXO

Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 1.0000, considered not significant. The row/column association is not

statistically significant.

Odds Ratio

Odds ratio= 1.313

95% Confidence Interval: 0.1664 to 10.355 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed

GRUPO/ SEXO NINOS NINAS | TOTAL
POSITIVOS 2 (5%) 2 (5%) |4 (10%)
NEGATIVOS 16 (39%) | 21 (51%) | 37 (90%)

TOTAL | 18 (44%) | 23 (56%) | 41 (100%)
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9. Resultados

SEXO
Column Totals

~ IMC BAJO PESO Y NORMOPESO

Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 0.1053, considered not significant. The row/column association is not

statistically significant.

Odds Ratio

Odds ratio= 8.333

95% Confidence Interval: 0.8376 to 82.905 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed

GRUPO/ FACTOR | BAJO PESO | NORMOPESO | TOTAL

POSITIVOS 2 (6%) 2 (6%) 4 (13%)

NEGATIVOS 3 (9%) 25 (78%) | 28 (88%)
TOTAL| 5 (16%) 27 (84%) | 32 (100%)
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Para este analisis no se consideraron los datos referentes a sobrepeso (4 pacientes 0 9.75%), y
obesidad (5 pacientes 0 12.19%), al no presentar datos compatibles con el analisis ya que todos

estos pacientes obtuvieron un resultado negativo para la PCR.

IMC BAJO PESO Y NORMOPESO
Row Totals

POSITIVOS

NEGATIVOS

Rows

~ HACINAMIENTO
Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 1.0000, considered not significant. The row/column association is not

statistically significant.
Odds Ratio
Odds ratio= 1.037

95% Confidence Interval: 0.09549 to 11.263 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed
GRUPO/ FACTOR | HACINAMIENTO | NO HACINAMIENTO | TOTAL
POSITIVOS 28 (68%) 9 (22%) 37 (90%)
NEGATIVOS 3 (7%) 1 (2%) 4 (10%)
TOTAL 31 (76%) 10 (24%) 41 (100%)
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HACINAMIENTO
Row Totals

36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

N s o

NEGATIVOS POSITIVOS
Rows

~ AGUA PARA BEBER
Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 0.2711, considered not significant. The row/column association is not

statistically significant.

Odds Ratio

Odds ratio= 0.1714

95% Confidence Interval: 0.01181 to 2.488 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed

GRUPO/ FACTOR | GARRAFON | HERVIDA | TOTAL

POSITIVOS 3 (7%) 1 (2%) 4 (10%)

NEGATIVOS 35 (85%) 2 (5%) 37 (90%)
TOTAL | 38 (93%) 3 (7%) 41 (100%)
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36
34
32
30
28
26
24
22

20
18
16
14

12

10

N s o

POSITIVOS

~ MASCOTA

Fisher's Exact Test

AGUA PARA BEBER

Row Totals

Rows

NEGATIVOS

9. Resultados

The two-sided P value is 0.5670, considered not significant. The row/column association is not

statistically significant.
Odds Ratio

Odds ratio= 2.700

95% Confidence Interval: 0.3338 to 21.839 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed

GRUPO/ FACTOR

Sl

NO

TOTAL

POSITIVOS

2 (5%)

2 (5%)

4 (10%)

NEGATIVOS

10 (24%)

27 (66%)

37 (90%)

TOTAL

12 (29%)

29 (71%)

41 (100%)
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MASCOTA
Row Totals

POSITIVOS

NEGATIVOS

Rows

«» ANTECEDENTES FAMILIARES DE ENFERMEDADES GASTRICAS

Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 0.2811, considered not significant. The row/column association is not
statistically significant.

Odds Ratio
Odds ratio= 5.538

95% Confidence Interval: 0.5218 to 58.790 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed
GRUPO/ FACTOR | C/ ANTECEDENTES | S/ ANTECEDENTES | TOTAL
POSITIVOS 3 (7%) 1 (2%) 4 (10%)
NEGATIVOS 13 (32%) 24 (59%) 37 (90%)
TOTAL 16 (39%) 25 (61%) 41 (100%)
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ANTECEDENTES FAMILIARES DE ENFERMEDADES GASTRICAS
Row Totals

36
34
2
30
28
26
24
22

20
18
16
14

12

10

N s o

POSITIVOS

NEGATIVOS

Rows

~» ANTECEDENTES PERSONALES DE ENFERMEDADES GASTRICAS

Fisher's Exact Test

The two-sided P value is 0.3030, considered not significant. The row/column association is not
statistically significant.

Odds Ratio
Odds ratio= 4.400

95% Confidence Interval: 0.4167 to 46.460 (using the approximation of Woolf.)

Data analyzed
GRUPO/ FACTOR | C/ ANTECEDENTES | S/ ANTECEDENTES | TOTAL
POSITIVOS 3 (7%) 1 (2%) 4 (10%)
NEGATIVOS 15 (327 22 (54%) 37 (90%)
TOTAL 18 (44%) 23 (56%) 41 (100%)
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ANTECEDENTES PERSONALES DE ENFERMEDADES GASTRICAS
Row Totals

POSITIVOS NEGATIVOS
Rows

De acuerdo con el analisis estadistico se observa que ninguno de los parametros analizados tiene
relacion con la infeccion.

o3 VERIFICACION DE SECUENCIA

A continuacién se muestra el electroferograma obtenido del analisis de la secuencia
obtenido mediante el programa Bioedit. \V7.2.5 de distribucién libre, el cual permite visualizar
la secuencia de forma grafica identificando mediante colores diferentes a cada uno de los
nucleotidos que lo componen.
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Figura 11. Electroferograma de la secuencia obtenida mediante Bioedit v7.2.5. En la imagen se

observa la secuencia como la presenta el programa Bioedit v7.2.5. En la parte superior de la figura se
pueden apreciar los datos de la muestra asi como el inicio de la secuencia y en la Gltima fraccion se

nota el final de la secuencia.

Como ya se menciond la secuencia en formato FASTA se obtuvo para poder llevar a
cabo el alineamiento.

& Untitled Text (e ]
=] & % % % ICourielNew vl |Tﬁ B / g |7

: i i i i i i i i i i i i i i i i i i i T
>331s=

AATCCCCCCCCCCCCCCCCCACTCCTGGAGGTACGGTATAGAGATARGAT
GATCGTAGCCGTGTTCTTCAGCTCCEGTCGGCTCTCCTCACTGGCTATAGS
AACCACCTGACTGACTATCCCGGGGCGCTCTTTTCGCCCAGTGATTCCGA
GTRAACGCGGGCCCTCCGTATATACGRARAGCTGCTGGCACGGRAGTTAGCC
GGTGCTTATTCGTTAGATACCGTCATTATCTTCTCTARCARARGGAGTTT
ACAATCCTRARAACCTTCATCCTCCACGCGGCGTTGCTGCTTCAGGGTTTC
CCCCATTGAGCAATATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCE
TGTCTCAGTTCCAGTGTGTCCGTTCACCCTCTCAGGCCGGATACCCGTCA
TAGCCTTGGTARAGCCATTACCTTACCARCRRAGCTGATAGGRACATAGGCTS
ATCTCTTAGCGATAAATCTTTCCCCCGTAGGGAGTATCTGGTATTARTCA
TCGTTTCCAATGGCTATCCCARACTARAGAGGCACATGACCTATGCGTTAC
TCACCCGTGCGCCACTTATCAGCACTCTAGCARGE

Figura 12. Secuencia en formato FASTA obtenida mediante el programa Bioedit v7.2.5
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Una vez en BLAST, se introdujo la secuencia y tras unos segundos fue posible observar
los datos de la secuencia, graficos y tablas propias del alineamiento con las secuencias
significativamente similares.

T1ssequence exported from 3315 2014-04-24 008 004.ab1

RID VUKPSW2EQLR (Expires on 07-10 22:16 pm)

QueryID Icl|227033 Database Name nr
Description 3313 sequence exported from 331z 2014-04-24 D08 _004.3b1 Description  Nucleotide collzction [nt]
Molecule type nuclzic acid Program BLASTN 2,2.29+ b Citation

Query Length 585

Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

Figura 13. Datos de la secuencia de consulta generada con la herramienta de alineamiento
BLAST.

Al realizar el alineamiento de la secuencia obtenida mediante BLAST se obtienen los

siguientes resultados:

En BLAST se obtiene una tabla que contiene todos los alineamientos significativos.

Sequences preducing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i Alignments O

Description S'ﬂ:; ;:D;?; ?zi?r" vaI\Eue Ident  Accession
Helicobacter pylori J166, complete genome 797 1594 82% 0.0 97% CPO07G03.1
Helicobacter pylori 0ki422, complete genome 797 1594 82% 00 97% CPO06824.1
Helicobacter pylori oki112, complete genome 797 1594 82% 00 97% CPO06821.1
Helicobacter pylori 0ki102, complete genome 797 1594 82% 00 97% CPO06820.1
Helicobacter pylori UMO37, complete genome 797 1594 82% 0.0 97% CPO054822
Helicobacter pylori strain J166 286 163 ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 0.0 97% KC3117081

Helicobacter pylori strain J166 035 163 ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 0.0 97% KC3117101
Helicobacter pylori strain J166 314 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 00 97% KC311707.1
Helicobacter pylori strain J166 315 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 00 97% KC2311708.1
Helicobacter pylori strain HI 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 0.0 97% JK455160.1

797 797 82% 0.0 97% HMO454321

Helicobacter pylori B& complete genome 797 1594 82% 0.0 97% FM5988741
Helicobacter pylori B38 complete genome. strain 838 797 1594 82% 0.0 97% EM991728.1
Helicobacter pylori strain 3114-160209 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 797 797 82% 00 97% EJ788640.1
Helicobacter pylori strain ATCC 43504 165 risosomal RNA gene, complete sequence 797 797 82% 00 97% MR 044761.1
Helicobacter pylori strain LPB 258-01 168 ribosomal RMA gene, partial seguence 797 V97T 82% 0.0 97% AV

797 797 82% 0.0 97%

797 V97 82% 0.0 97% Al

Helicobacter pylori strain ATCC 43504 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 797 797 82% 00 97%

Helicobacter pylori strain PA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 797 797 82% 00 97% AY.

Halirnhartar nular strain NA 182 fihnsamal PNA nana nartial saniance 767 797 R2%L NN O7% AVIAR

Figura 14. Secuencias con alineamiento significativo. En esta tabla se describe brevemente los
alineamientos producidos entre secuencias con la que se evallGa. La columna Max score indica qué tan

bien las secuencias comparadas empatan. La columna Total score realiza una sumatoria de todas las
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regiones que empatan entre la secuencia seleccionada y la de consulta, incluyendo las porciones no
contiguas. Query coverage indica el porcentaje de la secuencia de consulta que se incluye en el
segmento del alineamiento. El E- value o Expect value es igual al nimero de secuencias que se espera
encontrar en una base de datos compuesta completamente de secuencias al azar, este valor esta
influenciado por el nimero de secuencias que componen la base de datos y la longitud de la secuencia
de consulta. La identidad corresponde a la coincidencia de una secuencia seleccionada con el
porcentaje mas alto de bases idénticas [Porter, 2014].

En la primera porcion de los resultados se encuentra un a grafica que de acuerdo al
codigo de colores, inicia en el color negro significa que es poca la similitud entre la secuencia
consultada y la del alineamiento significativo, hasta llegar a rojo con una elevada significancia

entre ambas secuencias.

Distribution of 136 Blast Hits on the Query Sequence &
|NR_1MEET Helicobacter pylori strain ATCC 43504 163 ribosomal RNA . S=797 E=0 |

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 >=200
Qv e ry I ——
1 | | 1 | |
1 100 200 300 400 500

Figura 15. Gréfico del alineamiento de las secuencias con semejanza significativa.

A continuacién se muestra un ejemplo de alineamiento significativo, se eligio debido

a que corresponde al de la cepa empleada en la estandarizacion de la reaccion de PCR.
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Download ~ GenBank Graphics

Helicobacter pylori strain ATCC 43504 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
ID: refiNR_044761.1] Length: 1503 Mumber of Matches: 1

#See 1 more title(s)

Range 1: 82 to 565 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
797 bits({431) 0.0 469/486(97 %) 7/486(1%) Plus/Minus

Query 104 CRCCTGRCTGRCTATCCCG———GGGOGCTCTTTITCGCCCAGTGATTCCGRGTRRCGC—G 158
LILLELErrrrnnnl LLLEEE e 1
Sbjct 565 CRCCTIGACTGACTATCCCGCCTACGCGCICTITTACGCCCAGTGATTICCGAGTRARCGCTIG 506

Query 153 GECCCTCCGTIATATACGRARRGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGETGCTTATTICGTTAGRAT 218
LELLELr i [ NNy
Sbjct 505 CRCCCTCCGTAT-TRACCG-CGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTATTICGTTAGRT 4438

Query 213 ACCGTICATTIATCTTCTCTARC GGAGTTTACAATCCT. LCCTTCRTCCTCCRCGC 278
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH\HH\HH\\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 447 RCCGTCATTATCTTICTCT. 'CTTCATCCTCCRCGC 388

Query 273 GGCGITGCIGCITCAGGGITICCCCCATIGAGCARTATTICCCTACTGCTIGCCTICCCGTIRG 338
LT e e b b b et
Sbjct 387 GGECGITGCIGCITICAGGGITTCCCCCATTIGAGCAATATTCCCTACTEGCTIGCCICCCGTAG 328

Query 335 GRAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGTCCGTTCACCCTCTCAGGCCGGRATRACCCGT 398
NNy
Sbijct 327 GRGICIGGACCGIGICICAGTITCCAGTIGIGICCGTITCACCCICTICAGECCGEATACCCGT 268

Query 393 CRTAGCCTTGGIARGCCATITACCTITACCARCARGCTGATAGGACATAGGCTGATCTCTTA 458
NNy
Sbjct 267 CRTRGCCTTIGGTARGCCATTACCTTACCRRCRAGCTGATAGGACATAGGCTGATCTICTTA 2038

Query 453 GCEATARATCTITTCCCCCGTAGGGAGTATCTGGTATTARTCATCGTTITICCRRTGGCTAIC 518
LELTET et bbb b bbb e bbbt
Sbjct 207 GCGATARATCTITCCCCCGTAGGGAGTATCIGGTATTAATCATCGTITCCRATGECTATC 148

Query 513 CCRRRCTARGRAGGCRACATGRCCTATGCGTTACTCRCCCGTGCOGCCACTTATCRAGCRCTCT 578
LT ELE e e e e bbb e e e et
Sbict 147 CCRRRCTAAGAGGCACATGACCTATGCGITACTCACCCGTGCGCCACTRAATCAGCACTCT &8

Query 579 RGCRAG 584
[y
Sbijct 87 BAGCRRAG 82

9. Resultados

Figura 16. Alineamiento entre la secuencia seleccionada y la secuencia consultada.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

La infeccion por H. pylori esta etiolégicamente relacionada a la gastritis cronica, Ulcera
péptica y cancer gastrico. Para su diagnostico se han desarrollado muchos métodos tanto
invasivos como no invasivos. En estudios clinicos, un diagnostico positivo requiere que el
cultivo o pruebas indirectas como histologia y la prueba del aliento con urea cumplan con esta
condicion. En el presente estudio se evalu la infeccion por H. pylori en nifios. Debido a que es
adquirida en la nifiez, los datos solicitados a los representantes legales de cada uno de los
participantes tienen relacion con caracteristicas antropométricas, condiciones de la casa

habitacion y antecedentes patoldgicos tanto personales como familiares.

Inicialmente se procedi6 a obtener el indice de masa corporal (IMC) con la finalidad de
determinar el estado nutricional de cada uno de los participantes. EI IMC es de relevancia debido
a que en la infeccion por H. pylori en nifios se ha registrado como causa de bajo peso y talla. De
la poblacidn, el 66% se encontr6 dentro del peso normal de acuerdo con la gréfica de percentiles
definida por sexo y rangos de edad del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC). Con respecto a las muestras que resultaron positivas a la infeccion, dos de ellas se
encontraron en el estado de bajo peso con 4 y 3 percentiles, de acuerdo con este parametro, esta
condicion se puede asociar con la infeccion. En un estudio Vilchis y cols., encontraron
asociacion entre la infeccion y el peso bajo en comparacién con nifios control en donde la
relacion se fue modificando con la edad ya que observé que en los nifios mas grandes los efectos
eran mayores. Tal pareceria que la presencia de la bacteria tiene un efecto directo sobre el estado
nutricional, no obstante, el anlisis estadistico definio la no asociacion de la infeccion con dicho
parametro. Otros de los participantes con resultado negativo a la PCR también obtuvieron
valores menores de 5 percentiles (bajo peso), en estos casos se debe tener cuidado al interpretar
este dato pues para leer un percentil 4 6 3, se establece que el 3 6 4 % de los nifios normales
exhiben un peso menor al promedio, sin embrago es importante diferenciar si es normal o como
consecuencia de algun trastorno, esto lo evaltan los pediatras mediante la actividad, el aspecto
0 en casos en los que el nifio ha comenzado a bajar de peso o se ha detenido el mismo cuando
previamente era normal [Garrido, 2014]. En el otro extremo, de acuerdo con Fialho y
colaboradores (2007) report6 que aun cuando los nifios se encuentren dentro del rango normal

de percentiles se debe considerar como un efecto secundario de la infeccidn estudiando nifios
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de 8 aflos que obtuvieron valores menores a 25 percentiles caso que se observo en uno de los
participantes positivos, ubicado en 17 percentiles y que aunque no es muy significativo, esta por

debajo del percentil esperado que es de 50 [Perry y cols, 1997].

Incluso con el gran nimero de estudios realizados en la relacion de este microorganismo
con el hospedero, no se tiene bien identificado el mecanismo por el cual afecta el crecimiento,
aunque desde 1994 Patel y colaboradores reportaron que la causa del bajo peso en nifios
infectados puede ser la dispepsia, asi como también la hipoclorhidria con la subsecuente pérdida
de la barrera del estomago facilitando la colonizacion de otras bacterias en el intestino

produciendo en consecuencia cuadros diarréicos.

Para estudios posteriores se sugiere considerar en este tipo de poblacion la capacidad
captacion de hierro de las cepas, esto debido a que se han encontrado algunas con una mejor
capacidad de captacion de hierro del hospedero en comparacién con pacientes que no
presentaron cepas con tal caracteristica, siendo asi una causa de la anemia ferropénica. Una de
las posibles explicaciones propuestas es la union de la bacteria a la transferrina cuya funcion es
la de transportar hierro a traves de la sangre y también es un marcador del estado nutricional del
paciente, otra es el secuestro de la proteina ferritina que sirve como almacén de hierro, y la
guelacion de la lactoferrina todas ellas presentes en la mucosa gastrica, por lo que sugiere una
de las principales sustancias que consume el microorganismo del hospedero [Payne et al, 1993;
Weinberg, 2009; Tan et al, 2011].

Por lo que respecta a los aspectos socioecondémicos que principalmente tienen relacién
con la transmision de la bacteria entre la poblacién en general. Un estudio que apoya la
transmision persona-persona es el desarrollado por Cervantes y cols. En el cual indico que la
transmision ocurre en la misma casa primero se da la infeccion del hermano mayor y
posteriormente la del menor en la cual se incrementa la velocidad de infeccion cuando se llevan
menos de 4 afios entre ellos. De igual forma Kivi y colaboradores desde el afio 2000 reportaron
que las cepas eran compartidas con mayor frecuencia entre madres e hijos que entre otros

familiares de primer o segundo grado.

Otros elementos analizados en este estudio que tienen relacion directa son la fuente de
agua para beber y la presencia de drenaje ya que se ha demostrado que en paises en vias de

desarrollo como lo es México, con bajo nivel socioeconémico y con manejo inadecuado del
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agua para beber es mas elevada la infeccién con un valor mayor al 80% indicando de esta manera
una fuente de transmision fecal-oral, la falta de saneamiento de la misma o de mantenimiento
en la tuberia por la que se transporta (Nouraie et al, 2009). Con respecto a la poblacién se puede
apreciar en la figura 4 que el 93% de los participantes bebe agua de garrafén y el 7% lo hace
después de hervirla pese a estos datos, no se puede implicar una disminucién o un aumento en
el riesgo de infeccién consumir el agua municipal aunque est& considerada como una probable
fuente de la infeccion desde 1991, ademas porque se ha reportado que la bacteria puede
sobrevivir en las redes de agua que abastecen la ciudad de México [Klein et al, 1991; Torres et
al, 2008]. Al igual que el agua para beber, la ausencia de drenaje se establecié como fuente de
infeccion al incrementarla contribuyendo a la posible via de infeccidn fecal- oral. Si bien ya se
ha comprobado la disminucion del riesgo para contraer la infeccidn con la presencia de drenaje
en las casas de la poblacién estudiada, es importante resaltar que no se encontr6 una relacion
directa en esta investigacion pues el 100% de la poblacion contaba con el servicio [Klein et al,
1991, Percival & Williams, 2014].

Para este estudio también se tomo en cuenta que los participantes tuvieran mascotas en
su hogar principalmente gatos y perros. Especificamente H. pylori ha sido aislada de gatos
[Percival & Williams, 2014]. Por tal razdn se consider6 para la investigacion, sin embargo, los
reportes anteriores son contradictorios pues en algunos ensayos la han encontrado presente en
gatos domésticos contraponiéndose con otros reportes en los que indican la inexistente relacién
entre la infeccion y la presencia de mascotas [Percival & Williams, 2014; Oleastro et al, 2011].
De los casos positivos s6lo uno de ellos tiene gato y perro simultdneamente lo que confirmaria
una relacion nula relacion entre la presencia de mascotas y el incremento del riesgo de infeccion.

Cabe mencionar que el 71% de la poblacidn no tenia mascotas cuando se aplicé el cuestionario.

En cuanto a los antecedentes patoldgicos se observé lo siguiente. Los antecedentes
familiares considerados en el cuestionario incluian a los familiares de primer y segundo grado
con los nifios, entre las enfermedades reportadas estan gastritis, dispepsia, Ulcera y cancer
gastrico. Para las cuatro muestras positivas, tres de ellas tuvieron antecedentes, dos de gastritis,
y otro de dispepsia. A la fecha se sabe que la transmision persona-persona tiene un patron en los
malos habitos higiénicos siendo la fuente mas importante de contagio a la relacion intrafamiliar

[Demirel et al, 2013], no obstante se ha reportado que el habito de compartir los alimentos con
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los mismos cubiertos durante la comida en familia contribuye al incremento de la infeccion
[Vaira et al, 2001].

Particularmente tres de los participantes positivos a la PCR presentaron sintomas desde
dolor abdominal o nocturno hasta diarrea, vomito o reflujo, siendo estos caracteristicos de la
infeccion derivadas de la hipoclorhidria causando dolor [Vilchis et al, 2009]. Sin embargo,
Ghorbani-Dalini y colaboradores reportaron que tanto la severidad como la presentacion clinica
de sintomas dependen de la carga bacteriana, también reporta que mientras la carga va
incrementandose en la mucosa gastrica, los primeros sintomas que ocurren son dolor, anorexia,
pesadez después de comer, sensacion de llenura antes de tiempo, nauseas y /o flatulencia.
Asimismo incluyen vomito y reflujo al incrementarse la carga a 10%. Después, cuando la
colonizacion alcanza las 10° bacterias se observa el primer grado de la enfermedad en el que se
induce la inflamacién siguida de lesiones y en consecuencia la gastritis aguda desembocando en
una etapa cronica al llegar a las 10° [Ghorbani-Dalini et al, 2014]. Pese a que el 75% de los
casos positivos tuvo sintomas, otros participantes también los indicaron dentro de sus
antecedentes por lo que al llevar a cabo el andlisis estadistico se concluyd que no se relacionan
los sintomas con la infeccidn, no obstante se deben considerar como marcadores en el futuro del

paciente.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es un método in vitro para la amplificacion de
DNA que se basa en la replicacion del DNA el cual ocurre durante la fase S del ciclo celular.
Bésicamente la PCR consiste en tres pasos: la desnaturalizacion térmica tanto del DNA diana
como de los cebadores, luego el alineamiento de ellos con el DNA diana, y la extension de los
cebadores alineados por la DNA polimerasa. Los tres pasos del ciclo se repiten un determinado
namero de veces, cada vez duplicando el nimero de moléculas producidas [Lo & Chan, 2006].
De acuerdo con Sachse (2003), esta técnica es mucho mas rapida en comparacién con otras
técnicas convencionales indicadas para microorganismos patdgenos de crecimiento lento, o que
son dificiles de cultivar fuera del hospedero, esto coloca a la PCR como una alternativa viable
para demostrar la presencia de H. pylori que, como ya se menciono anteriormente es un agente

patogeno con dichas caracteristicas.

Experimentalmente se obtuvo la concentracién 1.5 mM de MgCly, el uso de esta

sustancia se basa en que de manera natural las enzimas polimerasas de DNA son dependientes
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de la presencia de cationes divalentes libres para su actividad que en la reaccion de PCR habilita
la formacion de nuevo enlaces fosfodiester y la sintesis de la cadena de DNA asi como su
interaccion con el grupo OH-3” del cebador. Este ion divalente también estabiliza la estructura
por su union al fosfato del esqueleto del azucar del DNA plantilla [Slack, Low, Kaminski &
Yirrel, 2011]. Determinar la concentracion optima de magnesio se llevé acabo con la finalidad
de conseguir el balance entre la sensibilidad y especificidad de la reaccion presentada para
diagnosticar H. pylori en nifios. Se debe cuidar la concentracion de cationes divalentes ya que
se ha visto que el exceso de MgSO4 puede llevar a falsos positivos en controles negativos y
blancos de reactivo, esto debido a la generacion de productos no especificos por incorporacion
errénea de la DNA polimerasa ya que se reduce su fidelidad, mientras que una concentracion
insuficiente reduce la sensibilidad debido a que los dNTPs tienen la capacidad de secuestrar este
ion y provocando de este modo la inhibicion de la Tag polimerasa; por tanto se sabe que la
concentracion de MgCl, normalmente se debe encontrar entre 1mM y 4mM [Slack et al, 2011,
Kennedy & Oswald, 2011].

Con respecto a la temperatura de alineamiento que fue de 54°C coincidié con la tedrica
y la calculada por férmula la cual sirve solo para oligonucleétidos cortos de 14 a 20 pares de
bases [Zarate, 2008]. Con esto se consiguid una prueba capaz de cumplir los requerimientos
clinicos para aplicarse en el diagnéstico del microorganismo. Por su parte, la sensibilidad de la
PCR esta relacionada al nimero de moléculas diana, la complejidad de las moléculas que no
son blanco, y el nimero de ciclos, generalmente la PCR es capaz de amplificar partiendo de una
sola molécula de DNA plantilla, esta propiedad incluso ha permitido el desarrollo de la
genotipificacion de moléculas sencillas y el diagndstico preimplantatorio [Lo & Chan, 2006;
James, 2010]. Los cebadores se analizaron y se observé que el indice de complementariedad
interno, es decir, entre ambos cebadores o uno de los dos consigo mismo es bajo por lo que se
considera que ambos cebadores estan disefiados correctamente. Ademas se calculé el contenido
de Citosina- Guanina (CG%) el cual fue de 54.2 % para el cebador sentido y de 41.7% para el
cebador antisentido lo que corresponde con lo reportado en la literatura como adecuado para
este parametro teniendo encontrandose en el rango de 40-60% [Ye, Couloris, Zaretskava,
Cutcutache, Rozen, & Madden, 2012].
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Los resultados de la electroforesis en gel de agarosa para la prueba piloto se aprecian en
la figura 10 en ellos se observa cuatro muestras con resultado positivo, esto de acuerdo con lo
reportado por Torres y colaboradores para nifios entre 1-4 afios la prevalencia se encuentra en
el 24.5% y para nifios de 5-9 afios en el 42.5%, con esto se aprecia que es mas baja la prevalencia
de la infeccién entre la poblacion estudiada. Ya que tanto para los nifios de 3-4 se obtuvo un
solo participante por cada grupo y para nifios de 5-6 afios se obtuvieron 2 participantes que se
encontraron en el grupo de 5 afios lo que corresponderia con el incremento reportado por Torres
y cols., de aproximadamente el doble del grupo anterior. Al observarse los resultados también
se notd que no hubo incremento de acuerdo al género pues se ha reportado en la literatura que
se desplaza la infeccion hacia el sexo masculino cuando se realiza este analisis quedando
equilibrado el resultado [Porras et al, 2013; Ueda, et al, 2014]. La prevalencia baja se podria
explicar gracias a que el nivel socioecondmico de la poblacidn permite tener acceso a drenaje,
consumo de agua purificada proveniente de garrafon y/o por ebullicién, y también a los habitos
de higiene como el lavado de manos [Alvarado-Esquivel, 2013].

Finalmente, se llevd a cabo la secuenciacion de uno de las muestras que fueron positivas a la
PCR y tal como se observa en la figura 15 la secuencia corresponde con la reportadas
previamente para H. pylori. Con los resultados de BLAST se pudo hacer el anélisis en el que se
observa una elevada similitud con la secuencia de la fraccion ribosomal 16S de la especie, de
esta manera se demuestra que la prueba es altamente efectiva, esto se verifica por los datos
proporcionados en la tabla ya que valor esperado o E-value fue de cero o menor, ya que de
acuerdo con la literatura este debe tener un valor semejante a ese [Porter, 2014; Altschul et al,
1990]. En la figura 17 se observa el alineamiento entre la secuencia de consulta obtenida por el
programa Bioedit y la de semejaza significativa se presentan 7 gaps estos son espacios
introducidos en un alienamiento para compensar inserciones o deleciones en la secuencias
durante la comparacion [Fassler & Cooper, 2011]. Estos espacios se pueden explicar por el alto
grado de diversidad alélica el cual de acuerdo con Schauer (2006), se encuentra entre los mas
altos observados en cualquier especie bacteriana gracias a una alta tasa de recombinacion.
Asimismo Alm y colaboradores reportaron que el 24% de los genes de H. pylori no tienen
similitud de secuencia con los genes disponibles en las bases de datos libres. Entonces, la

identidad del 97% podria estar causada por lo anteriormente descrito.
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11. CONCLUSIONES

«5 Se logro establecer las condiciones 6ptimas para la deteccion mediante la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa al gen de la fraccién ribosomal 16S.

« Se obtuvo la concentracion optima de MgCI2 para la PCR partiendo de las
concentraciones 1.0; 1.5; 2.0 y 2.5 mM, siendo 1.5 mM la adecuada.

«% Se cumplio establecer la temperatura de alineamiento adecuada para lo cual se probaron
las temperaturas 52, 54 y 56°C, encontrando 54°C como la temperatura de alineamiento
precisa para la reaccion.

«5 Se logré aplicar correctamente la técnica para la deteccion de H. pylori mediante una
prueba piloto en una poblacion de 41 nifios entre 3 y 6 afios de edad, asimismo se
estudiaron algunas de las caracteristicas que influyen en el incremento de la infeccion.

« Se pudo verificar adecuadamente la especificidad de la prueba mediante la secuenciacion
del producto de PCR obtenido de la prueba piloto indicando asi la utilidad de la técnica
como prueba diagnoéstica no invasiva.

« Con lo observado en la prueba se podria apuntar a la PCR como una técnica diagndstica
apropiada ya que presenta un elevado grado de especificidad y sensibilidad, lo cual hace
que los resultados obtenidos sean mucho més confiables en la deteccion de este

microorganismo.

Como sugerencias a proyectos futuros estan:
©3 Emplear mayor nimero de muestras.

Y un cuestionario amplio que considere el indice de hacinamiento, habitos de higiene y habitos
al comer para determinar los factores que intervienen en la infeccion entre la poblacion

estudiada.
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