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i Resumen
Introduccioén: La infeccién por H. pylori en la mucosa gastrica conlleva al desarrollo de gastritis crénica, con grados
variables de inflamacion, debido a esto se han estudiado los hallazgos histopatologicos y la presencia de los genes de
virulencia mas importantes de H. pylori, cagA y vacA mediante la aplicacion de PCR, porque el primero se asocia con
gastritis crénica, actividad severa por neutrdéfilos, Ulcera gastrica y cancer gastrico, y vacA con la afectacion de la mucosa
gastrica principalmente por aumento de la cantidad de inflamacion aguda, por lo cual se realiza el estudio para evaluar la
poblacién de esta institucion.
Material y Métodos: Se realiz6 un estudio observacional, analitico (de asociacion), ambispectivo y transversal, que se
autorizé y que esta en el dictamen CEI-307-2019 con nimero de registro 01-46-2016. Se selecionaron las biopsias de
mucosa gastrica con gastritis crénica positivas a Helicobacter pylori por estudio histopatolégico con bloque de parafina y
tejido suficiente para realizacion de PCR e identificar la presencia de los genes vacA y cagA. Y se realizé prueba de Chi
cuadrada para el estudio de asociacién de variables.
Resultados: Se analizaron 53 casos, correspondientes a 36 mujeres y 17 hombres, de los cuales el 9.4 % de las biopsias
estudiadas tenian inflamacion ausente a leve y el 90.6 % inflamacion moderada a severa. Al andlisis por PCR se obtuvo
que el 69.8% cagA y vagA fueron negativos, el 18.9 % cagA+/ vagA+, 5.7% de cagA+/vag A- y 5.7% cagA-/vagA+. De los
casos cagA y vagA negativos, 32 presentaban inflamacién moderada a severa y 5 inflamacién ausente a leve, los 6 casos
cagA+/ vagA- y cagA-lvagA+ tenian inflamacion moderada a severa
Discusién: En el periodo de analisis se recibieron 781 biopsias gastricas en el servicio de Patologia, en las cuales se
identificd H.pylori en 101 por estudio histopatolégico, que corresponden al 12%, de las muestras con diagnéstico de
gastritis cronica con actividad moderada a severa. En este estudio se logré la deteccion de los genes vacA/cagA de H.pylori,
a partir de cortes histolégicos, en el 10% de los cortes analizados. No fue posible establecer una relacién entre el grado de

inflamacion y la presencia de los genes vacA/cagA.
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Il.- Introduccion.

El Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gram negativa, microaerdfila, en forma de espiral que infecta
la mucosa gastrica en humanos y posee factores de virulencia que lo ayudan al desarrollo de la infeccién y
enfermedad. James K. Y. Hooi y cols. reportaron que la prevalencia de H. pylori es mayor en Africa (79.1%),
Latino América y el Caribe (63.4%), Asia (54.7%), a diferencia de paises desarrollados como Norteamérica
(37.1%), Europa Occidental (34.3%) y Oceania (24.4%), estimandose en el 2015 a nivel mundial 4.4 billones
de habitantes con infeccion por H. pylori, principalmente en paises en vias de desarrollo, comunidades en

condiciones socioecondmicas pobres y recientemente industrializados (1).

En México la infeccién por H. pylori ha sido evaluada con métodos seroldgicos, siendo elevada y variable de
acuerdo a las condiciones sanitarias de la poblacion; la seropositividad para H. pylori se presenta desde el
afo de edad (20%), incrementandose en la primera década de la vida (50%) a mas del 80% en los adultos
(2). Y esta relacionado con el desarrollo de gastritis, Ulcera péptica, neoplasias malignas como carcinoma,

linfoma (3,4), y la Organizaciéon Mundial de la Salud lo clasifica como carcinégeno del grupo 1 (5).

La infeccién por H.pylori se asocia a sintomas gastricos principalmente nausea, halitosis, dispepsia, vémito;
los hallazgos histologicos identificados corresponden a gastritis severa con infiltrado inflamatorio crénico
caracterizado por la presencia de linfocitos y abundantes neutréfilos, disminucion de la secreciéon de moco en
las glandulas, atrofia glandular, formacion de Ulceras y sus complicaciones (hemorragia y/o perforacion),

adenocarcinoma gastrico y linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas (6).

H. pylori tiene multiples factores de virulencia de los cuales destacan la actividad de la ureasa que le ayuda a
resistir el medio acido géstrico, inhibir la fagocitosis que le permite la supervivencia en los macréfagos (7). El
flagelo es un factor importante de virulencia para la motilidad a través del epitelio gastrico y se asocia a mayor
dafio a la mucosa por la inflamacion que provoca (8). H. pylori tiene moléculas de adhesién que le ayudan a
la interaccion con el epitelio superficial de la mucosa gastrica para su adaptaciéon, como la proteina A
activadora de neutréfilos (NAP), proteina de choque térmico 60 (Hsp60), y moléculas de union al antigeno del
grupo sanguineo (BabA y BabB), entre otras. La proteina A activadora de neutrdéfilos (NAP) se relaciona con
la gastritis crénica, presencia de neutrofilos y células mononucleares en la mucosa gastrica. La proteina de

choque térmico 60 (Hsp60), induce la produccién de interleucinas inflamatorias, que se relacionan con la



infeccion y riesgo de progresién a gastritis 0 cancer gastrico (9,10). Las moléculas de unién al antigeno del
grupo sanguineo, especialmente del grupo O, ayudan a que se una al epitelio gastrico favoreciéndose la
inflamacion por neutrofilos, secrecién de interleucinas y desarrollo de gastritis cronica y enfermedad por Ulcera

péptica (10, 11).

Los factores de virulencia mas importantes de H. pylori, son las citotoxinas asociadas al gen A (cagA) y la
vacuolizante (vacA). La primera es una oncoproteina que ayuda a la adherencia al epitelio gastrico para activar
vias de inflamacion en la mucosa gastrica causando muerte celular. El gen vacA es una proteina y toxina
bacteriana, que induce la vacuolizacion del epitelio gastrico que genera necrosis y muerte celular por la
liberacion de sustancias inflamatorias, ademas inhibe la regeneracion de la mucosa gastrica, promoviendo la
inflamacion croénica por linfocitos y aguda con neutréfilos, asi como el desarrollo de Ulcera péptica y cancer

gastrico (10,12,13).

Se han realizado estudios para identificar los genes de virulencia, y en las cepas de occidente el 60% son
cagA positivas, este gen se asocia con el desarrollo de gastritis severa, gastritis con atrofia y cancer gastrico,
debido a que induce la produccién de sustancias inflamatorias, especialmente interleucinas, que aumentan la
cantidad y respuesta de los neutrdéfilos. Por otro lado, el gen vacA se encuentra en todas las cepas de H.
pylori, y de acuerdo al subtipo genético que presenta serd la respuesta de las sustancias inflamatorias
(citocinas) en la mucosa gastrica, produciendo inflamacion crénica, hemorragia, Ulceras pépticas
principalmente y un riesgo elevado de carcinogénesis (14). Ambos genes de virulencia (cagA y vacA)
interactian en el proceso de inflamacién, cagA detiene la regeneracion de la mucosa gastrica y vacA

disminuye la respuesta inmune y adaptativa del huésped contra H. pylori (15).

El gen cagA se ha detectado principalmente en las biopsias con Ulcera péptica y cancer gastrico,
principalmente por su asociacion con la progresion de la inflamacion cronica que serd el inicio del dafio a la
mucosa gastrica, activacion de multiples vias proinflamatorias que con el tiempo lesionan el epitelio gastrico,
rompen las uniones entre las células, liberan sustancias que ayudan a mantener el proceso inflamatorio
cronico y agudo por linfocitos y neutrofilos respectivamente, que posteriormente ulceran la mucosa gastrica y
activan factores de necrosis epiteliales, factores tumorales alterados como el p53 y activacion de vias

alteradas que promueven la diferenciacién de la mucosa gastrica inflamada y desarrollo de cancer gastrico



(16, 17). El gen vacA esta presente en todos los H. pylori y de acuerdo al alelo que expresa induce la
vacuolizacién del epitelio gastrico, y forma canales hacia el citoplasma de la célula actuando a nivel
mitocondrial para liberar sustancias inflamatorias y toxinas. Ambos genes al ser positivos en la bacteria se
han asociado a mayor virulencia, mayor dafio de la mucosa gastrica y severidad de enfermedades gastricas

(17).

El diagnostico de H. pylori se puede realizar por medio de pruebas no invasivas como serologia, test de ureasa
por aliento, antigeno en heces y pruebas invasivas como el cultivo, estudio histol6gico y test rapido de urea
por endoscopia. El estudio histoldgico utiliza el sistema de clasificacion y gradificacion de gastritis llamado
Sistema de Sydney, enfatizando la importancia de parametros especificos tanto topograficos, morfologicos y
etiolégicos que ayudan al diagnéstico y posterior tratamiento. Este sistema engloba caracteristicas
histolégicas con la finalidad de tener un lenguaje estandarizado y entendible para el reporte histopatolégico,
con el cual se califica la presencia de inflamacién crénica, inflamacién aguda por neutréfilos (actividad), atrofia
y metaplasia intestinal; asi mismo, sugieren realizar tinciones especiales para el diagnéstico de H. pylori. Las
tinciones auxiliares para el estudio histopatolégico son Giemsa, Warthin-Starry, azul de toluidina, Genta e
inmunohistoquimica, que nos permiten la identificacion de la bacteria y su diferenciacion de otros
microorganismos; principalmente en casos de gastritis crénica activa por la presencia de neutroéfilos, y se ha

detectado su relacién con infeccion por H. pylori hasta el 75%. (18-20).

La biopsia es la mejor prueba para el diagnostico, sin embargo tiene algunos inconvenientes como son el alto
costo, habilidades del endoscopista para la toma de biopsia, variabilidad interobservador en el diagndstico y
antecedente de uso prolongado de inhibidores de bomba de protones o antibiéticos (21). Por lo que el uso de
otras alternativas diagnosticas son necesarias, como la amplificacion por PCR para identificacion de H.pylori
a través de los genes 16S rRNA, 23S rRNA y Hsp60 (proteina de choque térmico) o bien de genes de

virulencia como ureA y ureC, vag A, cag A (22).

I.LA PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¢ Existe asociacion entre el grado de inflamacién en biopsias gastricas positivas a H. pylori y la presencia de

sus genes de virulencia cagA y vacA identificados por PCR?.



I.B OBJETIVO.
Conocer la asociacion que existe entre el grado de inflamacion en biopsias géastricas positivas a H. pylori y la

presencia de sus genes de virulencia cagA y vacA identificados por PCR.

ll. MATERIAL Y METODOS.

Se realiz6é un estudio un estudio observacional, analitico (de asociacién), ambispectivo y transversal. En el
cual se revisaron las libretas del registro de biopsias de la Division de Anatomia Patoldgica del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” del 1° de enero del 2017 al 31 de diciembre del 2018, se seleccionaron
las biopsias gastricas con diagnéstico de gastritis activa e infeccion por Helicobacter pylori identificado por
Warthin-Starry que contaban con bloque de parafina correspondiente.

Se buscaron los bloques correspondientes, se excluyeron aquellas sin material suficiente, y se hicieron cortes
a 8 micras para el proceso de PCR en el Departamento de Investigacién en Microbiologia, donde se les realizé
lo siguiente:

Andlisis Molecular.

1.- Extracciéon de DNA: Extraccion de DNA para los cortes de biopsia previamente desparafinados  con kit
comercial siguiendo las indicaciones del proveedor. Se congel6 el DNA a -40°C hasta su uso.

2.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Para confirmar la identidad de Helicobacter pylori se realizé
PCR para genes glmM y ureA. En las muestras en las que se amplificaron dichos genes, se procedi6 a
identificar los genes que codifican los factores de virulencia cagA y vacA de H. pylori. Cinco pl de los productos
de la PCR se observaron en un gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio al 1% a 80 V durante 40 min en
una cdmara electroforesis, las bandas se visualizaron bajo transiluminacién UV con un fotodocumentador. En
cada ensayo se incluyé la cepa control de H. pylori ATCC® 26695.

Se hizo uso de medidas de tendencia central para las variables cuantitativas y calculo de frecuencias y
proporciones para las variables cualitativas. Posteriormente se realiz6 el calculo de raz6n de momios para la
asociacién entre el grado de inflamacién y la presencia de los genes de virulencia, con un intervalo de
confianza (IC) del 95% para finalmente emplear Chi cuadrada para la hipétesis planteada con ayuda de IBM

SPSS Statistics.



VI. RESULTADOS.

Se analizaron 53 casos, correspondientes a 36 mujeres y 17 hombres (tabla 1), en la tabla 2 se describen los
datos histolégicos relacionados a inflamacion, de los casos incluidos, de los cuales el 9.4 % de las biopsias
estudiadas tenian inflamacion ausente a leve y el 90.6 % inflamacién moderada a severa.

Al analisis por PCR se obtuvo que el 69.8% cagA y vagA fueron negativos, el 18.9 % cagA+/ vagA+, 5.7% de
cagA+/ vag A- y 5.7% cagA-/vagA+. De los casos cagA y vagA negativos, 32 presentaban inflamacion
moderada a severa y 5 inflamacién ausente a leve, los 6 casos cagA+/ vagA- y cagA-/vagA+ tenian
inflamacion moderada a severa (tabla 3). La tabla 4 contiene desglosada por muestra analizada, las variables
estudiadas.

Otros de los hallazgos encontrados en las biopsias fueron: gastritis folicular en nueve casos y 4 casos con
metaplasia intestinal completa de predominio en los casos con inflamacién crénica activa de moderada a
severa (Tabla 5). Al realizar prueba de Chi cuadrada de (prueba de asociacién para variables cualitativas)

se obtuvo un valor de 2.387 con ssignificacion asintética (bilateral) de 0.496. (Tabla 6)

V. DISCUSION.

La infeccion por H. pylori induce inflamacién géastrica en diferentes etapas y es un carcinogénico del grupo |,
aproximadamente el 89% del cancer gastrico se ha asociado a infeccidn crénica por H. pylori por lo que es
importante la deteccién oportuna y tratamiento. En México, para el 2013 el cancer géastrico ocupé el tercer
lugar como causa de muerte en pacientes mayores de 20 afios, con una disminucion de la tasa de mortalidad
por el tratamiento oportuno de la infecciéon por H. pylori. La infeccién por H. pylori en la mucosa gastrica
desarrolla gastritis cronica, con grados variables de inflamacién aguda, metaplasia intestinal y atrofia, por lo
gue se han estudiado los hallazgos histopatoldgicos y la asociacion con la presencia de los genes de virulencia
mas importantes de H. pylori, cagA y vacA identificados por PCR.

De acuerdo a los hallazgos encontrados en nuestro estudio no encontramos evidencia estadisticamente
significativa para la hip6tesis planteada donde a mayor grado de inflamacién en biopsias gastricas, hay

mayor asociacion con la presencia de genes de virulencia de H. pylori (cagA y vacA).



Estos resultados guardan relacién con lo que sostienen Ramos y cols. (23) donde las muestras que
presentaron el gen de virulencia cagA positivo se relacionaron con Ulcera gastrica, como en nuestros casos
donde el 100% de los casos tenian inflamacion crénica activa de moderada a severa.

A diferencia de lo reportado por Martel y cols.(24) el 47.5% de sus casos fueron vacAl/cagA positivos,
obteniéndose en este estudio Unicamente un 10% de los casos para ambos genes positivos, de igual manera
asociandose a inflamacion crénica activa moderada a severa como en nuestros casos, sin embargo en el
estudio de Martel se analizaron 7 biopsias de diferente zona, en nuestro estudio solo se analiz6 un muestra
de biopsia gastrica.

Almeida y cols, (25) en un estudio similar, obtuvieron que la mayoria de sus casos estudiados presentaban
los genes vacA/cagA positivos, los cuales se asociaron a mayor densidad de H. pylori, inflamacién crénica e
inflamacion aguda (neutréfilos), como en nuestro estudio donde otros hallazgos encontrados en las biopsias
géastricas positivas al gen cagA, fue la presencia de gastritis folicular en 3 casos y la actividad moderada a
severa.

En el periodo de andlisis se recibieron 781 biopsias géastricas en el servicio de Patologia, en las cuales se
identific6 H.pylori en 101 por estudio histopatolégico, que corresponden al 12%, de las muestras con
diagnostico de gastritis cronica con actividad moderada a severa. Se logr6 la deteccion de los genes
vacA/cagA de H.pylori, a partir de cortes histologicos, en el 10% de los cortes analizados hasta el momento.

No fue posible establecer una relacion entre el grado de inflamacién y la presencia de los genes vacA/cagA.
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VII. TABLAS.

Sexo
Porcentaje = Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido  Mujer 36 67.9 67.9 67.9
Hombre 17 32.1 32.1 100.0
Total 53 100.0 100.0

Tabla 1.- Andlisis de la variable sexo, de los pacientes con bloques de biopsia

Gastrica incluidos en el estudio.

Inflamacién crénica activa

Porcentaje = Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido  ausente-leve 5 9.4 9.4 9.4
moderada-severa 48 90.6 90.6 100.0
Total 53 100.0 100.0

Tabla 2.- Analisis de la Inflamacion crénica activa, de los bloques de biopsia

Gastrica incluidos en el estudio.

Gen de virulencia por PCR

Porcentaje = Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Véalido  cagA+ vagA+ 10 18.9 18.9 18.9
cagA- vagA- 37 69.8 69.8 88.7
cagA+ vagA— 3 5.7 5.7 94.3
cagA— vagA+ 3 5.7 5.7 100.0
Total 53 100.0 100.0

Tabla 3.- Anélisis de la presencia de los genes cagA+ vagA+ de H.pylori

identificados en los bloques de biopsia gastrica incluidos en este estudio.
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Tabla 4.- Caracteristicas Generales de los bloques de biopsia gastrica analizados, asi como las variables

estudiadas.
Recoleccién de datos. _ ]
INFLAMACION CRONICA
ACTIVA GEN DE VIRULENCIA
AUSENTE | MODERADA- | cagA+ | cagA- | cagA+ |cag A —
SEXO - LEVE SEVERA vagA+ | vagA- | vagA— | vagA+
F X X
F X
F X
F X X
F X
M X
M X X
M X X
F X X
F X X
F X X
F X X
F X
F X
F X X
F X X
F X X
M X
F X X
M X X
M X X
F X X
F X X
F X X
M X
F X
F X X
F X
F X
M X X
F X X
F
F X
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Fuente: Recoleccion de datos.

Tabla 5.- Hallazgos relacionados a inflamacidn, observada histolégicamente

de los bloques de biopsia gastrica analizados.

Tabla 2. Otros hallazgos histolégicos. _ ]
INFLAMACION CRONICA
ACTIVA Otros hallazgos
AUSENTE | MODERADA- | Metaplasia | Tipo especial
No. Caso | EDAD | SEXO | -LEVE SEVERA intestinal de gastritis
1 43 | F 1| COMPLETA
7 46 | M 1 FOLICULAR
8 38| M 1 FOLICULAR
9 18 | F 1 FOLICULAR
10 41 | F 1 FOLICULAR
15 37|F 1| COMPLETA
16 34| F 1 FOLICULAR
19 47 | F 1 FOLICULAR
23 50 | F 1| COMPLETA
31 74 | F 1| COMPLETA
36 64 | F 1 FOLICULAR
38 35| F 1 FOLICULAR
49 24| M 1 FOLICULAR
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Tabla 6.- Resultado del analisis estadistico, de las variables analizadas

A las muestras de biopsia gastrica analizadas (n=53).

Significacion
asintética
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2.3872 3 496
Razon de verosimilitud 3.815 3 .282

N de casos validos 53

a. 6 casillas (75.0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento

minimo esperado es .28.
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