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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS




Helicobacter pylori

“CARACTERIZACION GENOTIPICA DE COLONIAS DE
Helicobacter pylori AISLADAS DE NINOS Y ADULTOS CON
ENFERMEDAD GASTRODUODENAL”.

FUNDAMENTOS:

En afios recientes se ha reporiado v documeniado la importancia de una bacieria espiral
en el estomago de mamiferos. En humancs esta bacteria se observd por primera vez en
matetial necrético en la superficie de carcinomas ulcerosos y lesiones gastricas. (Longer
1917} en ese ticmpo se le dio poca afencidn ¥ se pensd que se trataba de un contaminante.
En 1939 Donges publico un amplic estudio donde describié la presencia de
migroorganismos espirales en un 43% de los estomages procedentes de autopsias, perc no
fue sino hasta 1973 que Steer y Colin-Jones asociaron la presencia de esta bacteria curva
gramnegativa con las bjopsias gastricas procedentes de pacientes con wlcera géstrica y

gastritis. (3%

En 1982 Warren y Marshall cultivaron con éxito a esta bacteria espiral que colonizaba el

estomage humano y describieron una asociacion entre su presencia y la gastritis aniral en

adultos

En 1984 este microorganismo se incluyd en el género Cempyiobacier v se le nombrd

Cappylobacter pyloridis. En 1989 se cambio su nombre a Campylobacter pylori por

razones gramaticales, &-13354447



Helicobacter priori

El cultivo de la bacteria que fuera primeramente flamada Campyiobucter avlori fue
seguida por un intenso escrutinic de sus caracteristicas taxonomicas, especialmente
comparado con otras bacterias del género Campylobacter en ultra estructura, composicién
celular acido grasa, quinones respiratorios, caracteristicas del desarrollo, secuencia del
ARN vy enzima. A diferencia de la mayor parte de los verdaderos organismos del género
Campylobacter esta posee una potente actividad de ureasa, propiedad que puede tener
importantes implicaciones patogénicas Esta enzima de superficie celular estd compuesta
por dos subunidades de aproximadamente 30 a 60 KD, los genes por los cuales han sido

secuenciados. @447

Debido 2z sus semejanzas morfolégicas y culturales con bacterias del género
Campylobacter, que llevo al principio a incluirla dentro de este género es pertinente

destacar algunas diferencias que llevaron a incluirla dentro de un nueve género,

Helicabacter (Cuadro 1}

Cuadro 1

Comparacién entre H. pylori y Campylobacter. (2

Ambos son curvos, gramnegativos, microaerdfilicos, moviles, oxidasa positiva.

H. pyfori Campylobacter
Contenido G+ C 35244 mol% 30-35 mol %
Flagelos 4 a 5 envainados {nico, no envainado
Pared celular Suave Rugosa
Crece mejor a 37°C 42°C
Caialasa Positiva Variable

Ureasa Positiva Negativa
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Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa helicoidal o curveada de 0.5-0.9 pm de
largo, es movil por medio de 3-5 flagelos polares. Su morfolegia colonial y macroscopica
varian de acuerdo a las condiciones del medio de cultivo y requiere de condiciones
microzerofilicas para su crecimiento de 37°C, las reacciones de la catalasa, ureasa y
oxidasa son positivas, no produce acido sulfhidrico en medio agar hierro triple azlcar

(TSI, no hidroliza el hipurato, es una bacteria sacarolitica. (1120382042

La tipica forma espiral de la bacteria en cultivos vigjos aparece COMmO CUCTPOS

Las formas cocoides no son cultivables v se atribuyen al stress ambiental, como a una
disminucién de nutrientes, incubaciones prolongadas, acumulacién de productos
metabolicos, alteraciones de pH v a la exposicin a agentes antimicrobianos, este ultimo es

de gran importancia en la terapia. ¥

El aislamiento primario de H. pyfori en agar sangre a 37 °C requiere de 3 a 4 dias, pero

si no se observa crecimiento debe continuarse la incubacién hasta por 7 dias. 63

Las colonias son pequefias, circulares, convexas, hiimedas y transticidas de 2 mm de

didmetro, alrededor de estas se presenta una ligera hemolisis de color gris en agar sangre.

Crece en medios selectivos y enriquecides como Skirrow, Marshall, agar inflsién
cerdbro corazbn, agar brucella v medios que contengan hemina 6 de 5 a 10% de sangre de

camnero 6 caballo. “**7

Las condiciones microaerofilicas, se desarrolla mejor en una atmésfera de 5a 6% de Oy,
7 2 12%COs, 85% de N, 8% de Hz y alta humedad. %7

Una de las caracteristicas bioquimicas mas sobresalientes de H. pylori es la preduccion

de urgasa.




Helicobacter pylosi

La hidrolisis de a urea por esta enzima produce amonio, €l cual neutraliza €l acido
clorhidrico del estémago y puede dafiar directamente a las células epiteliales géstricas
(13.14)

Otras caracteristicas bioquimicas de H. pyforé tncluyen ia capacidad de fermentacion de

la glucosa e hidrolisis del hipurato. H. pylori no produce indol, ni tampoco HzS @7

H. pyiori produce ademas una citotoxina, que forma vacuolas en cultivos celulares

{VacA) y fosfolipasas. El contenido en el DNA de H. pylori C+G esdeun 35244 % mol
i

En cuanto a sensibilidad antimicrebiana la bacteriz es sensible mr virre a la penicilina,
amoxicilina, ampicilina, eritromicina, gentamicina, kanamicina, rifampicina, metronidazol,
tetraciclina v cefalotina. También es sensible 2 las sales de bismuto. Se ha documentado su

resistencia 2 la vancomicina, sulfonamidas, trimetroprim y el dcide nalidixico, 1338342049

H. pylori se encuentra en la mucosa gastrica debajo y dentro de la capa de moco
gastrico, no invade el epitelic Usualmente es mds comunr en la mucosa aniral, pero puede
estar presente en otras partes del estomago v pueden ser aislado de otros sitios tales como
duodeno, eséfago y recto solo si en estos sitios se produce metaplasia {Cover y Blaser
1989). La bactena s nés cominmente adguirida en la mifiez, se adapia y sobrevive por

periodos largos en sitios que en su mayor parte no tienen flora normal microbiana. (13:47)

En primates no humanos como el mono rhesus y el mono japonés se pueden identificar
cepas de origen humano de . pylori, las cuales han sido caracterizadas bioquimica y
antigénicamente. En un estudio con necropsias de 100 monos rhesus de la Indiz, se
observaron en ¢} estomago de un mono erostones gastricas, un 4% de los animales tenian
inflamacion gastrica o alteraciones degenerativas en la mucosa géstrica Se ha descrito que
pueden ser especies del género Heficobacter que inducen manifestaciones clinicas
en animales similares a las que H. gylorf produce en humanos principalmente por H. felis
v H. heilmanii que puede ser cbservado en ¢l tefido gdstrico de los gatos asociada con la

gastritis cronica en un 70% en garos jovenes y en un 97% en gates adultos. Infecciones
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experimentales de H. pylori a felinos confirman la colonizacidn interespecifica, ya que el
microorganismo  se aislé de biopsias y necropsias 7 meses después de la inoculacion de
todos los gatos. Sin embargo las cepas de H. pyfori humanas son inofensivas para los gatos.
Estos datos indican que H. pplori es capaz de colonizar y replicarse en mamiferos no en
humanos, 1o cual es una informacion valiosa para entender algo mas sobre la

epidemiologfa de H. pylori. ©

EPIDEMIOLOGIA:

H. pylori ha sido encontrada en el estomago de humanos en todas partes del mundo. En
paises en vias de desarrolio del 70 al 90% de ta poblacion se encuentra infectada con H.

pylori desde la edad de 10 afios. En paises desarrollados la prevalecia de infeccion es baja
(14)

La epidemiologia de la infeccion por H. pylori es poco conocida, diferentes estudios en
todo el mundo y en especial en poblaciones de paises en desarrollo han reportado wn
incremento de fas infecciones con la edad v que ciertos grupos €tnicos tienen mayor [iesgo
de adquirirla. Los Africanos ¢ Hispanoamericanos tienen mayor porcentaje de infeccion en
comparacién con Americanos caucasicos, se ha propuesio probablemenie que estas

diferencias estan més figadas a factores socioecondmicos que a factores raciales '

Un estudic en Houstorn en Bstados Unidos mosted gue la prevalencia de lz infeccion en
485 individuos sanos fue del 52%, 34% de individuos de raza blanca frente al 70% de raza
negra. Otro estudio 2l sur de Gales, en ¢l Reino Unido mostrd una infeccion del 56.9% en
prevalencia crece conforme se incrementa la edad. Tambidn se enconird que ta infeccion
se asocia més a las clases socioeconomicas mas débiles v que la adquisicién ocurre més

consistentemente en una fase temprana de la vida de la infeccion por H. pyleri. ©%%
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En Barcelona Espafia, Mones et al enconir¢é mediante el método de serologia ELISA,
encuentran una seroprevalencia del 60% en 139 individuos asintomaticos con edades entre
fos 10 v 80 afios. La prevalencia entre 1y 20 afios fue del 20% y a partir de los 40 afos file
del 80%. En un pais del tercer mundo como a India, varios estudios han mostrado que ia
prevalencia de la infeccion es dei 60% en personas de 1 a 20 aftos ¥ del 80% a partir de los
20 afios Esto reflejz la mayor facilidad de transmisién en los paises con condiciones

s - . - 55
higiénicas mas deficientes. ©*)

Se ha observado que et 73 5% de los padres de nifios infectados son SEropositivos para
K. pylori, mientras que solo un 24 % de padres de los nifios no infectados presentaron
anticuerpos (Ac) H. pyfori ocasionalmente es aislado de diferentes especies animales
como mono thesus, cerdas, perros, gatos ¥ ratas, para otras especies de Helicobacter como.
hurones para H. mustelse, gatos v perros para H. felis, mono macaco para H. nemistrinac,

y asi como sambién ratas y ratones para H. muradarsm. %10

Aunque ¢l modo de transmision es desconocido, se ba sugerido que un pairdn de
transmisién feco-oral. Un estudio en el que es mas plausible se analizd por serologia la
prevalencia de infeccion en 98 trabajadores de matadero mostrd que el personal
administrativo tuvo una seropositividad similar a la de los controles y significativamente
menor 2 la de los matarifes y a los manipuladores de visceras, lo que sugirio que la
infeceion podria deberse también a una zoonosis. H. pylori puede ser transmitida persona a
persona. En algunos reportes se ha descrito el aislamienio del organismo de la placa dental
v la saliva, lo que sugiere una potencial de transmision oral-oral. Los dentistas no presentan
mayor riesgo de infeccion en comparacion con los controtes UUsando la técnica de Reaccion

Pp—

en Cadena de lz Polimerasa (PCR}) en un estudio se encontrd que un 70% de las personas

tenian DNA de . pylori en su saliva y 18 personas tenian J. pplori en la placa dental
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Thomal et al aislaron & pylori de las heces de 9 {39%) de 23 nifios de Gambia
aproximazdamente de 5 zfios de edad, lc que apoyaria una posibie fransmisién fecal-oral Ef
consumo de agua contaminada y de vegetales crudos también ha sido propuesto como otra
modo de transmisién de H. pylori, lo que explicaria en parte Iz elevada incidencia de

infeccién en paises en desarrollo, (6383%:4047)

La contaminacién de los endoscopios y pinzas con H. pylori ocurre raramente después de
examinaciones endoscopicas de pacientes positivos para H, pylori, estimindose la
transmisién en un 4 por 1000 endoscopias, cuande el porcentaje de infection de la
poblacién es del 60%, lo cual indica que el endoscopic puede ser un reservorio de F
pylori. Fantry v cols. mostraron por la técnica de PCR usando genomas y primers de ureasa
que el 6% de los endoscopios se contaminan después de examinar a pacientes infectados
por H. pylori. Varios estudios muestran que hay una alta prevalencia de H. pylori en
gastroenterologos y endoscopistas que estin expuestos a secreciones gistricas cuando no
usan guantes. @7

Spacha v cols. De 1966 a 1992 identificaron 28 infecciones transmitidas por endoscopia
gastrointestinal, Selmonella y Pseudomonas aeruginosa fueron identificadas como los
agentes causales mas frecuentes de infeccién por endoscopia. La posible razon de la

transmision fue por las diferentes técnicas de lavado y desinfeccion usadas &7

Katon y cols, mostraron que el lavado manual con 0.2% de cloruro de benzalconio, como
se practica en Japdm, es insuficienie para prevenir la transmisién de Fi. pyiori Datos
reportados por Kaneko, han mostrado que el lavado del endoscopio con agua corriente y
jabén neutro v 30 ml de alcohol metitico al 83%, seguido por enjuagues con una gasa con
alcoho! metilico es también insuficiente pars eliminar . pyfori Una adecuada limpieza y
desinfeccién usando glutaraldehido elimina efectivamente [a posibilidad de la transmision
de H. pylori de acuerdo con Fatry. Las téenicas convencionales de limpieza y
descontaminacién, son altaments efectivas con la descontaminacidn de F. pyleri de los

endoscopios. @%
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Bunn J. et 21 estudiaron 65 madres ¢ infantes de Gambia, colectando las muestras de
sangre de todas las madres, v del cordon de 34 nifios. Se tomaron series de muesiras por
intervalos de 8 semanas, los anticuerpos IgG fueron medidos por ELISA y en los infantes
por medio de la prueba de aliento de la urea mensualmente. Los niveles de anticuerpos
maternos y del corddn correlacionaron, incluyendo que las madres transfieren anticuerpos
especificos de IgG anti- H. pylori a sus infantes, pero estos no confieren una proteccidn

4 . .y  w - - . - . 3G
contra la colonizacion de H. pyfori en los primeros afios de vida. &9

Kordecki H et al, evaluaron la frecuencia de las lesiones de la mucesa del tracto
digestivo superior y la frecuencia de infecciones de 7. pplori en pacientes que recibieron
acido acetilsalicilico {(ASA) en dosis de 70-300 mg/dia, el cual fue administrado para
enfermedades cardiacas como isquemia en 60 pacientes, de 31 a 72 afios de edad los cuales
se les realizd una endoscopia del tracto digestive superior, en 52 (87%) con isquermia
cardiaca que tomaron ASA se observaron erosiones en el estdomago y/o en el bulbo
duodenal 12 {25%) pacienies tenfan {lcera gastrica y por examinaciones microscopicas
revela que 39 (65%) pacienies tenfan una gastritis activa. El 76% de los pacientes que

recibieron ASA. se infectaron con J. pylori. ¢

PATOLOGIA GASTRODUODENAL:

GASTRITIS: es una reaccion inflamatoria de la mucosa gastrica o gastritis siendo la
patologia mas frecuente en Gastroenterologia. las gastritis se clasifican en agudas y
cronicas; las agudas pueden ser erosivas {irritante, alcohol, medicamento “estrés™)

corrosion (acidosis, &lcalis), infecciones hematGgenas (sarampicn, escarlatina, etc.).

El alcohel lesicna la mucosa gasirica al incremeniar la degradacion del moco v la

difusién de iones hidrégeno a través de la barrera de moco al reducir la secrecidn de
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bicarbonate por las células de la mucosa. Las sales biliares tienen efectos similares La
“gastritis por estrés”, presente en pacientes graves o lesionados, se atribuye a reduccion del

aporte sanguineo a la mucosa, que priva de oxigeno, nuirientes y bicarbonaio a las células
)

Las cronicas pueden ser resuliado de gastritis agudes, por fenémenos inmunologicos y

secundarios a padecimientos sistémicos. Pueden ser atréficas ¢ hipertrofica. ©

La infeccion por H. pyfori es la principal causs de gastritis crénica B o antral es la més
comin, afecta en especial el epitelio antraf secretor de moco y (en grado variable) el cuerpo
secretor de dcido. Numerosos pacientes con dispepsia no ulcerosa también tienen gastritis
crénica B y no se relaciona con la gastritis A, que es un trastorno auto inmune que afecta
anticuerpos de oflulas parictal ¢ inflamacién crénica de la mucosa en el cuerpo del
estomago, casl sin afectar ¢l antro, aparie de hipoclorhidria (debida a disfuncién de la
célula parietal), ta secrecidn afectada de factor infrinseco, con el Hiempo causa anemia
perniciosa. Los sintomas dispépticos y iloeras gastricas no suclen encontrarse en esta
situacion. (%39

El H. pylori es el factor etioldgico més importante de la gastritis del antro y del
cuerpo gastrico, v la prevalencia de gastritis atrofica en las personas de edad se relaciona
con la prevalencia de infeccion en las primeras décadas de fa vida, lo que sugiere que hace
progresar la gasiritis y con cf paso de los afios inducir gastritis atrofica. Sin embargo la
gastritis atréfica de cuerpe géstrico es baja o que parece indicar que conlieva a una atrofia

y asi mismo 2 12 desaparicién del microorganismo. ¥

La morfologia de Ia gastritis asociada a2 . pyleri es caracteristica; cronics, con ieve o
moderada actividad, grado varisble a atrofia, presencia de foliculos linfoides v de
predominio en antro. *7
La gastriiis cronica superficial, la gastritis airéfica v la atrofia gistrica aumentan de

frecuenciz con la edad, y a veces se asocian con sintomas epigastrico también definido,
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parecido a Ia ificera péptica Las enfermedades que infiltran la pared def estomago.*”’

Este de gastritis cronica por . pyleré no tiene un cuadro clinico caracteristicos, puede
haber sintomas vagos como ardor epigéstrico, sensacion de indigestién, nauseas,
intolerancia a los irritantes o un cuadro de mala digestion o dispepsia. Si el paciente
desarrofla una Glcera péptica presentard dolor tipo ulcerosa duodenal. Asi que podemos
decir que su aspecta clinico va desde el paciente asintomatico hasta paciente con miitipies

siniomas inespecificos,

Las caracteristicas clinicas de la gastritis agudas son inespecificas y muchos pacientes
pueden estar asintomatico. Las niuseas, vomitos y el dolor epigastrico son caracteristicos
clinicas frecuentes. K. pylori puede provocar cuadios clinicos de dispepsia, de aparicidn

brusca e histologia de gastritis aguda.

ULCERA PEPTICA: Las tlceras pépticas aparecen cuando el acido clorhidrico v ia
pepsina del estomago superan las defensas de la mucosa. La proteccién principal del
estdmago es una barrera de moco la cual permite que relativamente pocos lones hidrogeno
del acido en el lumen lleguen a la superficie de las células de la mucosa, en el fondo de esta
barrera, atrapados contra la superficie de la mucosa, los iones hidrogeno que se diseminan
lentamente a través del moco La eficiencia de esta barrera demuestra mediante g
utilizacion de microelectrodos para observar que el pH de la superficie de l2 mucosa puede

mantenerse de 6 z 7 ante un pH infraluminal de 2.

Otro factor profector es el aporte sanguineo de la mucosa géstrica (que libera iones
bicarbonato asi como oxigeno v nuiricnies para las células), fa capacidad de reparar
rapidamente fos tejidos lesionados y los elemenios uliraestructurales que restringen el

promedio de enirada de iones hidrogeno. 441




Helivobacier pylori

Bs la pérdida netamente circunscrita dei tejido que reviste las partes del tubo digestivo
expuesta al jugo gastrico. Estas son el esdfago bajo, la parte superior del intesting, el

intestino delgado que contienen glindulas gastricas funcionales. @

ULCERA DUODENAL: En el duodeno, que carece de barera de moco, el principai
factor protector es el liguido pancredtico rico en bicarbonato que es liberado en ¢l duodeno

como respuesta a la entrada de material acidico proveniente del estomago.

Las prostaglandinas son esenciales para la defensa de la mucosa ya que incrementa la
secrecior de moco y de bicarbonato, el riego sanguinec a la mucosa y retarda la
degradacion del moco. Al bloquear dichos efectos mediados por prostaglandinas, fairmacos
como acide acetilsalicilico v antiinflamatorios no esteroideos {AINE) pueden lesionar la

mucosa.m)

Esta relacionada con la alteracién de la barrera que normalmente impide fa irritacién y

autodigestion de la mucosa por las secreciones géstricas.

Esta gsociada en un 95% con la infeccion por & pyplori. Las concentraciones de gastrina
€N repose N0 parecen aumentar. Pero son mayores que las normates v sus células parietales
incrementan sy respuesta a la gastrina. Este incremento se ha demostrado, por lo menos en
parte, debido 2 la infeccion de Iz mucosa antral por AL pylori, va que la hipergastrinemia
postpandrial del ulceroso, duodenal disminuve después de la erradicacion del

. . . . .. g
microorganismo, pero no existe un descenso en la acidez gastrica. %

H. pyiori sSlo colonizs en regiones con células mucosas gastricas. Entre un 50% a 70%
de individuos sanos v en pacientes con tlcera ducdenal se han descrito areas metaplasia
gasirica, es decir, zonas de mucosa gastrica en el bulbo duodenal antecede a fa formacion

de tilcera y H. pylor soio infecta zonas duodenales con metaplasia gastrica. ©
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H. pylori encuentra su habitar ideal en el moco ghsirico en contacio con ¢l epiiclio de
superficie, que constituye la primera linea de defensa contra los agentes 2QI28IVOS,
principalmente 4cido y pepsina. Ei microorganismo halla en esta barrera sus nuirientes y se
defiende de los iones H™ hidrolizando la urea, logrando asi un microentomo alcalino.
Ademas, H. pylori degrada el moco gastrico, reduciendo su viscosidad y, por tanto, su

capacidac cefensiva.

También existen evidencias de que produce citotoxinas que lesionan a las
microvellosidades interrumpiendo las uniones intracelulares, lo que debilita la segunda
barrera defensive, y asi la posibilidad de aparicion de erosiones superficiales y

ulceraciones.

Los procedimientos usados en el tratamiento van dirigidos a inhibir la secrecién de acido
y a fortalecer la resistencia de la mucosa. Algunos antidcidos son hidréxido de aluminio,
hidréxido de magnesio o carbonato de calcio, y el bloquee de receptores Hp gasiricos con

los farmacos cimetidina y ranitidina.

ULCERA GASTRICA: Esta asociada en un 75% con la infeccion por H, pplard, pero
también tienen relacion con lz ingesta de aspirinas o antiinflamatorios no estercidecs Su
recesividad es de un 30 % al afio v un 50% en dos afios. Por lo que se ha propuesto un
tratamiento al igual que Ia ulcera ducdenal que es el mantenimienio con blogueacores Ha,

por lo cual se reduce en ur 10% al aiio y en un 20 % en los dos afios.

H. pylori ha sido menos estudiada en ulcera duodenal ya que posiblemente se encuenira

en merer porcentaje, V77
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CANCER GASTRICO: Aungue son muchos factores los que se han asoctado con la
etiologia del céncer géstrico, incluyendo estado socioeconémice bajo, aumenio en la
ingesta dietética de sal y alimentos ahumados, aclorhidria crénica por &, pyéeri, alta ingesta

de nitratos en la dieta y otros carcindgenos quimicos

Los sintomas del carcinoma géstrico son inespecificos v aparacen en forma indolente,

por Io que su diagndstico suele ser tardio.

El Onice tratamiento gue puede ser curativo en el adenocarcinoma gastrico es la
extirpacion quirirgica, sin embargo en un pequefio porcentaje el paciente con finfomas
gastricos la cirugia puede combinarse con quimio y radioterapia. La tasa de éxito del

tratamiiento para el linfoma es mayor que para el adenocarcinoma. “*

PATOLOGIA EN NINOS: En paises desarroliados [a infeccidon es mds bien tara en
nifios y afecta aproximadamente al 20 % de personas menores de 40 afios, mientras que en
paises en vias de desarrollo, 1a infeccion es alta desde la nifiez, a los ¢lnco afios mis del
20% de la poblacion esti infectada y a los 20 afios cerca del 80% de 1a poblacion va esta

infectada, ©¥

Los nifios infectados con H. pylori desarrollan unz respuesta inflamatoria v es comuin

encontrar gastritis, que en muchos casos es sintomatica. ©%

La ulcera péptica es muy rara en la nifiez v el papel de la infeccidn por H. gylori en el
dolor sbdominal orénico s aln controveriido, sin embarge, algunos reportes recientes
sugieren que efitre mas femprzaoa es la edad de infeccion, mayor es el nesgo de presentar
posteriormente cancer gastrico. 7

Se ha descrito sobre tode en nifios, un cuadre clinice de importante pérdida de proteinas

por tube digestivo, asociadc a un cuadro hisicldgice de gastritis aguda cor presoncia de &7,
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pylori esta asociada con la gastritis cronica especialmente con ia antral La prevalencia de

. - F - 5.55,54
infeccién aumenta con la edad y las malas condiciones de vida %

E! dolor abdominal cronico recurrente (DACR), definido por Appley, tradicionalmente
se ha considerado como un trastorno funcional y se te ha comparado con sindrome de
intestino irritable. En algunos estudios residentes se demosird entre DACR y H. pylori en

proporcidn significativa, €%

FACTORES DE VIRULENCIA:

Se sabe que la presencia de H. pylori en ¢l estdomago induce inflamacién de la mucosa
gastrica y Tespuesta de amticuerpos locales y sistémicas. No se sabe, sin embargo, mucho
sobre ta patogémesis de H. pylori El hecho de que solo unos cuantos de los pacientes
infectados desarrollen lesiones gastroduodenasles serias, podria deberse entre oiras causas a
diferencias en la virulencia de las cepas de H. pyiori. Entre los mas sobresalientes son

probables factores de virulencia de &, pyiori,

Es la produccién de ureasa, catalasa, proteina “heat shock™ de 60 kDa, capacidad de
adherirse a mucosa gastrica, presencia del gene cagd, lipopolisacaridos, la produccion de
toxina vacuolizante vacd y presencia def gene cagd. A continuacion se describen en detalle

algunos de estos factores. "

CITOTOXINA VACUODLIZANTE: (Vacd) Un importante factor virulencia de A

Pylori, es una citotoxina vacuclizante que induce la formacion de vacuolas intracetufares

en oélulas encaridticas in vitre. “® La toxina es neutralizada por antisuero (citotoxin

associated gene A) especificos de conegjo La actividad citotdxica de . pylor se asocia 2 la
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presencia de cagd un gene que codifica para una protefna antigénica de alto peso melecular
designada cagd. Aproximadamente del 60 % de las cepas producen esta toxina v esto es
correlacionado con la expresion de la actividad de la citotoxina vacuolizante. La toxina
generalmenie la migra aproximadamente a 120-128kDa. Los pacientes con tlcera péptica
tienen cepas de &L pylori que tienen una mayor produccion de citotoxina que los pacientes

con gastritis, ®1%

Esta proteina {protoxina) incluye una secuencia de sefial de 44 aminoécidos en ia porcidn

N-terminal la cual es fundamental para iz secrecidn de la toxina.

El dominio sefial permanece en la membrana externa una vez que la toxina es secreiada
resultando en una toxina madura de 95 kDa.

Artherton y colaboradores demostraron que los genes de vacd son mosaices, consistentes
de cualquiera de tres secuencias de sefial (sla, sib, £2} v uno o dos alelos de la regién
media {ml, m2}. Lo anterior €8 importante pues se sabe que el genotipo vecd de una cepa
esta asociado con el fenotipo de la citotdxina v su capacidad para inducir Glcera péptica, “®
Ademas se ha mosirado que esta diversidad estd relacionada con la funcidn en que los
genotipos sl/ml expresan una incrementada actividad citotoxica m vifro, y estén asociados

con mas {icera péptica en fanto que los genotipos s2/m2 son no citotoxicas @49

eagA: Otro facter de patogenicidad es el gene asociade con la produccion de citotoxina
(citotoxin -associated gen cagd) que codifica en H. pplori une proteina {cagd) superficial
de un alto peso molecutar (120-140 kDa), de funcion desconocida pere cuya presencia,
detectada por la existencia de anticuerpos especificos en suero guarda una fiierte asociacion
con Gleera duodenal. Un 40 % 2 60 % de pacientes con gasiritis son asociados con cepas
de H. pylori cagA’ comparado conun 80 % en 100 % de pacientes con Gicera duodenal

D¢ esta manera la presencia de cepas cagd™ es un fuerte marcador de desgo de

enfermedad wlcero-péptica, ©
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UREASA: Su activided se observa en f citoplasma la asociacion entre la ureasa y la
bacterta €s que primero coloniza e} moco secretado por la mucosa gastrica, esto es por
medio de la hidrolisis de la urea por Ia produccién de amonio con ta que neutraliza el pil
alrededor de la bacteria esta neutralizacion hace que H. pplori sobreviva, El amonio es
toxico para las células eucaridticas y la enzima tiene un efecto directo, activando

leucocitos, monocites v polimorfonucleares i vitre. @&12)

PRGTEINA DE CHOQUE TERMICQ: Es uno de los factores que inducen la
patogénesis de la infeccion de H. pyleri. Induce a las células T y Ac al reaccionar con las
células humanas y forman un hibride de 60 HPS y esto puede provocar unia reaccidn

“ v . - A
autoinmune de las células de la mucosa gastrica, &4

MOVILTDAD: H. priori cuenta con dos o seis flagelos polares, estos contienen dos
tipos de flagelina v genes que codifican (flad y flaB) Pero que es esencial en la movilidad
es el flad. Ademas estos flagelos contienen en su membrana proteinas y lipopolisacaridos.

Estos también promueven la adhesion 1214547

LIPOPOLISACARIDOS: El lipopolisacaridos (LPS) es un componente fundamental
de 1a membrana externa de las bacterias gram-negativas. £n atslados frescos de H. pylori se
presenta un perfil de LPS liso y en cepas ya con cierfo tiempo de coleccién se presenta un
perfil de L.PS rugoso. Es una endotoxina inmunomoduladora del sistema inume, compuesta
de una cadena especifica v un nicieo de oligosacaridos unido & un lipido. Este tltimo es €l
responsabie de la inmunclogia y propiedad endotoxica def LPS, en particular e lipido esta
involucrado en la adaptacién ecoldgica en la mucosa gastrica por la bacteria, la baja
actividad inmunologica del LPS puede dejar a H. pyleri que sobreviva en la mucosa

gastrica.
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El hallazgo de los antigenos Lewis que son expresados sobre una parie de las cadenas
laterales de los lipopolisacaridos concuerda con que la molécula de LPS tengs un perfil en

su especificidad huésped. (i2,12)

DIAGNOSTICO:

Los métodos que permiten el diagndstico de las infecciones por £ pylori, se dividen en

dos grupos:

Los que requieren de endoscopia y toma de biopsias gastricas (Métedos invasivos) y los

que no requieren endoscopias (Métodos no invasives), que son fundamentalmente técnicas

serologicas y prueba de aliento, ®*%%7
hétodos no invasivos Métodos invasivos
Prueba de aliento "Toima de biopsia ¢ cultivo de biopsia
Serologia Histologia
Tincién de Gram
Prueba de ureasa
METODOS INVASIVOS:

Cultive de biopsia: El cultivo de A pylori de muestras de tejide es un procedimiento

especiaiizado de laboratorio; cuando mucho, la sensibilidad es séle de 80% a 90%. El
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cultive requiere una atmosfera microaerofilica vy medios enrtquecidos, agar-sangre o
Skirrow (medio selectivo con antibiotico). El crecimiento es lentc apareciendo las pequefias

colonias enire ¢ tercer y séptimo dia de incubacién, (1538}

Histologia: La observacién del microorganismo es en los cortes histologicos de biopsias
endoscdpicas de lz mucosa gastrica. La visualizacion de H. pylori se optimiza utilizando
tincion de Giemsa o plata de Warthin-Starry esta Gltima es la ideal para evidenciar los

gérmenes. Tiene una sensibilidad del 96% %

Tincién de Gram: Esta es mediante una extension la cual se tific, esta es una forma de

dizgndstico la cual suele ser sencilla, ripida, sconéatica en cuanto a ia presencia do /. pylori. Tiene una

sensibitidad det  95%. ©%

Prueba de ureasa: Una muestra de tejido obtenida con biopsia se coloca en agar gel con
vrea, buffers (amortiguador) y rojo de fenol (indicadores de pH) En presencia de H. pylori,
su enzima ureasa degrada iz urea del gel a amoniaco y COa, el cambio producide es el pH

cambiz el gel de amarillo a 1ojo brillante. Tienen una sensibilidad de 89%. ¢

Ya que existen algunos falsos positivos debido z la existencia de otros gérmenes con

cierta actividad ureasica. %

Hyun Yang et al compard los altos niveles de amonio en ¢ jugo gasirico y la prueba de
CLO test para el diagndstico de infecciones de H. pyiori, estudiando 75 sujetos {44 con
gastritis cronica, 10 con flcera gastrica, 6 con Gleera duodenal, 8 con cdncer gastrico y 7

normales) por endoscopia tomaron biopsias para culiive de Bl pylori y para la prueba de
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1.0 test y jugo gastrico para determinar los niveles de amonio. Los pacientes con cultivo
positivo fenian niveles de amonjo {13.7 + 5.8 mg/dl) Los cultivos negativos tenian unos
niveles de amonio de {4.9 + 2 4 mg/dl), por lo que se consideran que la medicitn, de los
niveles de amonic v jugo géstrico es un métode simple, rapido y completo para el

diagnostico de infecciones de H. pyfori, @

HNCONH2 + HoG__ , NH; +HNCOOH
H,NCOOH + H0 NH; + HoCCs

HzC(); = }"r + HCO‘}
2ZNH; + ZH,O G 2NH4+ + 20H

METODOS NO INVASIVOS:

Prueba de aliene: Un procedimiento menos invasor, basado tarmbién en la accién de la
ureasa, es la prueba respiratoriz de urea. En ayunas, el paciente ingiere una cantidad
determinada de urea marcada v con radioisotopos. En presencia de infeccion estomacal por
H. pylori, 1a urea se descompone y el CO; marcado se detecta en muestras respiratorias

tomadas a intervalos de 30 min. En ausencia de infeccion, Iz urea marcada pasa 2 la orina,
%)

La prueba de aliento con urea marcada con C° y C'* oftece un excelente diagndstico sin
la necesidad de toma de biopsiz endoscopica. Los pacientes toman una solucién
conteniendo C% o € de urea marcada, v toma de muestra de aliento por isdtopos
clastficados, la liberacion de CC; por M. pylori por aciivacion de ureass, con sensibilidad y
especificidad de 90%-100%. &2 -
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Seroiogia: La exposicion a H. pyfori produce la formacion de anticuerpos valorables
con la técnica del ensayo de inmunoabsorbencia unida a enzima (ELISA). No obsiante, ya
que los anticuerpos persisten después de erradicado el microorganismo, el resultado
positivo no diferencia entre infeccidén pasada o presente. En pacientes asintomaticos, el
diagnéstico por serologia podria bastar para inicar el tratamiento, pero se requieren otros

métodos (por ejemplo la prueba respiratoria, biopsia) para confirmar la curacion. (9

Tambisn se compara con una prueba de seroaglutinacidn mediante tex (Pyloriset,

Orion) pero esta tiene una sensibilidad de 46% y la prucba de ELISA de un 100%. ©%

TRATAMIENTO:

La erradicacion de H. pplorf desde el punto de vista la interpretacion de los estudios del
tratamiento antimicrobiano, su erradicacion no es facil. B! ratamiento ideal de ervadicacion

de I pylori 20n no se ha conseguido.

Ninguno de los agentes terapéuticos estandar para la tlcera (por ejemplo antagenistas

receptores Ha y ¢l sucralfato) tienen algin efecto sobre /1. pylori.

Administrado sdlo, et bismuto suprime ¢l microorganismo perc provoca una erradicacion
2 largo plazo en mas o menos 10% de los pacientes Se han probado numerosos antibicticos
como monotratamiento, incluyendo eritromicina, amoxiciling, fluorequinolonas, tinidazol y
metronidazol, pero ningunc ha side aceptable El use de tinidazol o de metronizadol sclos
ha  conducide hacia la resistencia al medicamento en un nimerc susiancial de

mMicroorganismos.

Cuando unc de esios nitroimidazoles se combinan com cuzlquier componenie de un

bismuto u otro antibidtico (por clemplo. amoxiciling}, la frecuencia de tesistencia
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disminuye {pero no desaparece‘ los indices de erradicacién son de aproximadamente
b b )Y
75%

Algunos investigadores sugieren un iriple tratamiento con metronidazol, bismuto y
g g P

amoxicilina o tetraciclina, aunque no es claro que dicho esquema sea mas eficaz que el
doble tratamiento, *49

Los medicamentos actualmente utilizados son los siguientes:

a}- Bloqueadores de Ia acidez

1.-Benzoimidazoles sustituidos

-Pantoprazol
-Lanzoprazol

-Omeprazol

2. -Blogueadores Hy:

-Ranitidina

-Nizatidina

~-Famofndina

b)-. Antimicrobiancs

-Metronidazol
-Tinidazol
-Bismuic

-Tetraciclinas
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-Amoxicilinas

~Claritromicina

La combinacién bismuto- amoxicilina- metronidazol es menos eficaz que bismuto-
metrondazol- tetraciclinas La sustitucién de tetraciclinas con doxicilina compromete la

eficacia. %

Amoxicilina 1g-Claritromicina 500mg-Pantoprazol u Omeprazof 1 tableta diaria esta
combinacion se administra cada 12 horas durante 12 dias ¢ Ranitidina 300-150 mg (por dia

durante 2 afios)

Unz vez lograda la curacién, los indices de reinfeccién son sorprendentemente bajos.
Para tlceras resistentes, s6lo la inhibicidn méxdma de 4cido con un tratamiento como 20 mg

de Omeprazol dos veces al dia. ©®

Actualmente se usan cuatro medicamentos los cuales son tetraciclings, pantoprazol,
metromdazol, y sales de bismuto Un meétodo terapéutico nuevo sugiere que la presencia de
adhesinas que se unen a carbohidratos (fructuosa, ac. sidlico, etc ) ingiriendo preparados
que contengan monosacaridos vy disacaridos reconocidos por las adhesinas, pueden ser

usados para prevenir el ataque de la bacteria y reducir la colonizacién

Generalinente, los fratamientos consisten en la inhibicién de la acidez con un blogueador
de la bomba de hidrogeniones como el Pantoprazol, administrado en una sola dosis por la
mafiana en ayunas v dos antimicrobianos, como Bismuto mas amexicilina ¢ Bismuto mas

tetraciclina & Metronidazol mas Amoxicilina.

Algunos de los esquemas publicados combinan dosis mayores de Omeprazol (hasta 80
mg o 4 capsulas) y en ocasiones tres amibidticos Estos tratamientos logran una

erradicacién que varia entre 80 y 95% con duracion de la terapéutics entre 10 y 15 dias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios en México han mostrado que la infeccion maltiple por cepas de 7. pyfori en
pacientes con enfermedad ulcero-péptica no es evento raro. La caracterizacion genotipica
de los genes vacA con sus respectivos alelos y cag4 en aislados multiples de 5. pyloré han
contribuido a demostrarlo. Sin embargo es necesaria la confirmacién de este hallazgo

mediante la genotipificacion de estos genes en colonias aisladas
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ORIETIVOS

1) Determinar los genotipo de cagd, vacA y picB en colonias aisladas de M. pylosf de

nifios v adultos

2) Determinar la utilidad de la genotipificacion de cagd, vacd y preB en colonias aisladas

H. pylori de nifios y adultos para identificar la infeccion mixta por H. pylori.

3} Determinar la frecuencia de los alelos de vacd y la presencia de cagd y pich en

colonias aisladas de H. pyfori de nifios y adultos con enfermedad acido péptica.

HIPOTESIS

La expresion de los genotipos eagd, vac4 y picB seran diferentes en colonias aisladas

de H. pylori de nifios y adultos.
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DISENO DE INVESTIGACION
Tipe de estudio

Transversal, comparativo y descriptivo
Peblacién de estudic

Se estudiaran colonias aisladas de H. ppleri de nifios con dolor abdominal recurrente
hospitalizados en el Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI IMSS y colonias aisladas de
H. pylori de adultos con flcera duodenal atendidos en el Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS.

Criterios de inclusidn

Colonias provenientes de cultivos de biopsias tomadas por endoscopias del tracto
digestivo superior por enfermedad acido péptica, de nifios de 1 a 17 afios y de adultos de 18

a 90 afios.
Criterios de exciusion

Pacientes que hayan recibido algin tipo de antibiotico en el dltimo mes previo a la toma
de ia endoscopia

Variable dependiente

Frecuencia de infeccion con colontas aisladas de H. pylori de cagd positivas determinadas
con dos diferentss tipos de primers {335 y 349), frecuencia de alefos de vacA en colontas de

H. pylori aisladas de nifios y aduitos.

Variable independiente

Colonias aisladas de nifios y adultos
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

MATERIAL

-Asas bacteriologicas

-Aplicadores

-Algodon

-Barras magnéticas

-Bolsas de papel

-Cajas petri desechables {Technicare}
-Cajas de plastico para puntas
-Crictubos de 1.5 mi

-Espétulas

-Frascos de diferentes voliimenes
-(asas

-Gradillas

-Guantes

~Hisopos estériles
-Homogenizadores

-Hielera

-Lapiz diamante

-Matraz Erlenmeyer de 2 L (Pyrex)
-Marcador

-Mechero Bunsen

-Mechero automatico (Fireboy)
-Micropipetas automaticas de 10gl, 20ul, 100yl, 2001 (Pipesman}
-Micropipetas automaticas de §.5-10ul (Labsystems)

-Patillos
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-Fipetas graduadas

-Pinzas de diseccién

-Porta objetos

-Propipetas (Pipetaid}

-Probetas graduadas (Pyrex)

-Puente de tincion

-Puntas para micropipetas con / sin filtro {Labsystems)
-Tubo eppendorf (Elkay)

-Tubos para PCR (Bio-Rad)

-Vasos de precipitado de 100,250,500,1000 ml (Pyrex)

EQUIPC

-Autoclave {Fehlmex)

-Balanza analitica (Mettler)

-Balanzz granataria (Scienteh)
-Campana de flujo laminar (Nuaire})
-Congelador de -20°C {Fisher Scientific)
-Congelador de -70°C (Freezer)

-Estufz con atmosfera microzerofilica (Muaire)
-Espectrofotdmetre {Pharmacia Biotech)
-Micrascopio Gntico (Nikon}
~Microcentrifuga refrigerada

-Parrifla de agitacion (Huefer)
~Refrigerader de 2-8°C (Reveo)

-Termeciclador (Perkin Elmer)
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MATERIAL BIOLOGICO

-Biopsias de antro y cuerpo

-Sangre de camero

REACTIVOS

-Alcohol al 70% (Merck)

-Agar Brucella (Becton Dickson)

-Agar sangre ai 10% con / sin antibidtico
-Solucién salina af 0.9%

-Caldo urea

~Caldo brucella con glicerol (Difeo)

Helicobacter pylori

-Agarosa (Bastman Camara fotogréfica Company)

~Buffer TE (Tris base-EDTA)
-Cloroformo

-Etanol abscluto

-Tris base IM,pH 8

-Acido clorhidrico

-EDTA (Acido etilendiamine tetraacético)
-NaOH

-Acetato de amonio 7.5 M
-Tiociarato de guanidina M

-Agua inyectable (Pisa)

-Buifer de PCR 10X-MgCl; 15 mM
-Mezcla de dNTP 10 mM

-Primers {25pM c/u)
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-Tag DINA Polimerasa (3U/ul)

-N-Lauroyl-Sarcosine {Sarkacil)

-GES (Isotioctanato de guanidina-EDTA-N-Laurul-Sarcosine)
-Tsopropanol (Sigma)}

~Bromuro de etidio (Img/ml)

-TAE {Tris acetatos EDTA)
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DIAGRAMA DE FLUJO

FHelicobacter pyiori

Genotipificacion de colonias zisladas de & pylori de nifos v adulics

con enfermedad acido-péptica.

Toma de biopsia por

endoscopia de antro y cuerpo

Cultivo en agar sangre al

10 % con / sin antibiotico

4

l Identiﬁcacién;

Y

3

Macroscopica
Colonias pequefias
Circulares 1-2 mm

Convexas, ranstucidas

Realizacion de pruebas
bioguimicas
Catalasa positiva
Oxidasa positiva

Ureasa postiiva

Microscopica
Bacterias gramnegativas
en formade S o bastdn
cuerveadade 60 520 9 um
de ancho 2 3 4 um de

larco
=

I
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Heficobacter pylori

Obtencion de cultivd

de H.pyleri puro

colonias aisladas

h:

Propagacion de Colonias

vy suspension en sol. salina al 0.9%

Obtencion del paquete bacieriano

%
Extraccion de DNA

¥

Determinacidn de concentracion y pureza de
DNA en espectrofotometro
a 260/280 nm

Ajustar concentracidn dei DNA
extraide {100ng/mi)

v




32

Helicobacter pylori
PCR
7 é
Regidn de cagd Region de picB Region de vacd
335y 349 sla, sib, ml, mZ, s1/s2

i

ki
Analisis de productos de PCR

por electroforesis en geles de agarosa al 2%
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METODO

I-. Obtencién de colonias de H. pylori.

a)-. Obtencion de biopsias de antro y cuerpe de pacientes adultos (Hospital de
Especialidades CMN Siglo XXI) y de nifios (Hospttal de Pediatria CMN Sigic XX} con

enfermedad gastroduodenal.

b)-. Cultivar las biopsias en agar sangre de carnero al 10 % con y sin antibidtico a 37°C,
con condiciones microaerofilicas (5 a 6 % de Oz, 7 2 12 % CO;, 85% de Ny, 8% de Ha v
aita humedad) de 3 a 10 dias.

C}-. Kdentificacion de H. pylori

Morfologias macroscopicas: H. pylori se presenta como colonias pequefias convexas,
translicidas en agar sangre.

-Morfologia microscopica por medio de tincién de Gram:

El procedimiento que el mismo que el utilizado para otras bacterias s¢ describe a

continuacion:

En un portaobjetos limpio colocar una gota de agua (desionizada) o sclucion salina
posteriormente colocar una colenia con la que se haré una suspension y extenderla, dejar
secar v fijar a calor, colocar el portaobjetos en el puente de tincidn, agregar el cristal violeta
por un mimic, favar con agua cofriente, agregar lugol por 30 segundos, lavar con agua
cotriente, decolorar con alcohol acetona y lavar con agua cotriente, adicionar safranina
durante un minute y lavar con agua corriente, dejar secar y observar al MICTOSCOPIo con &
objetivo de 100X, se observan bacilos gramnegativos en forma de 8 6 también se observan

cocos gramnegativos cuando son cultivos viejos.
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i-. Obtencidn de paguete bacteriano.

2

a)- Una vez comprobada la presencia de cultivo puro de H. pylori se procede a “ picar
colomias Estas se siembran masivamente en agar sangre al 10%, se incuban en condiciones

microaerofilicas durante 3 a 10 dias.

b)- Transcurrido este tiempo se comprueba la pureza del crecimiento de H. pylori
mediante prucbas microscopicas y macroscopicas asi como también por pruebas

bioquimicas las cuales deben ser catalasa positiva, ureasa positiva y oxidasa positiva

C)-. Una vez comprobada la pureza del cuitivo

d)-. Se hace propagacién masiva en otras cuatro placas de agar sangre al 10 %,

¢)-. Se cosecha el crecimiento de una placa con ayuda de un hisopo y sé resuspende en 1.0

mi de solucién sating al 0 9%,
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II1}-. Extraccién de BNA
Procedimiento No.l
Métodos de GES medificade pars extraccién de DNA cromosomal

1}-. Cosechar y resuspender en 1000 pl! de solucidn salina una placa de un cultivo en

sangre de H. pylori de 48 a 72 horas {~1 x 10° UFC).
microceninifuga @ mixima velocidad por 5 minutos.
3)-. Desechar sobrenadante y resuspender paquete celular en 100pl de TE

4}~ Adicionar 500 pl de GES, mezclar gentilmente a temperatura ambiente y colocar en

hielo.

5)-. Adicionar 250 pl de la solucion de acetate de amonio, previamente enfiiada en hielo,

mezelar y dejar en hielo por 5 minutos

6)- Adicionar 850 pl de cloroformo, mezclar y centrifugar en microcentrifizga a méxima

velocidad por 5 minutos
7)- Remover la fase acuosa

8)- Adicionar 320 pl de isopropanol, mezclar, dejar precipitar 5 minutos

93 Centrifugar en microcentrifuga a maxima velocidad por ¥ minuto

10}~ Lavar paquete celular con 800 de etanol 1 70%. Cemrifugar por | minuto.
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11}~ Dejar secar 10 minutos en una incubadora a 43 °C

12}- Disolver con 100 ul de TE.

13}-. Verificar pureza de DNA mediante electroforesis

Mezclar 5 pl de la muestra con 1 p! de buffer de muestra (Loading buffer}), cargar en un

gel de agarosa al 2 % y correr a 100 volts solo el tiempo necesario para observar bandas

14)- Almacenar a -20°C hasta su uso

Procadimients No.2

Método de ebullicién para extraccidn de DNA cromosomal.

1}-. Preparar una placa de cultivo de H. pyfort de 48 horas

2)-. Preparar una suspensién bacterizna de una placa del cultivo en 300 pl agua desionizada

estéril.

3% Hervir por 10 minutos

4)-. Centrigufar en ura microcentrifuga a maxima velocidad por 10 minutos

5)-. Transferir sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo

6}~ Usar inmediatamente o almacenar el spbrenadante de la muestra a -20°C hasta su uso
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iV-. Método de PCR  {Métedeo de ia veaccién en cadena de la polimerasal.

Preparacion de la mezcla maestra

1}. Adicionar los siguientes componentes a tubos para PCR estériles colocados en hielo.

Mezcla muestra

5 - 3

= ‘D =1

g £ 2 g

g‘._ ) :_E \2 B o

o o g

< o s o 5

Agua  desionizada  estéril 36ul

{inyectable)}

Buffer de PCR 10X+ 254l IX-15mM
MgCl; 15mM

Mezcla de dNTP 10 mM 2l 02 mM cfu
Mezcla de primers 25 mM 05ul+05ul 05 mM
cfu

Tagq DNA  polimerasa 0.25ul 0.5 mM
(5071l

Subtotai 24 pl

Templete de DNA 1l

Total 25 ul
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2}- Mezciar los componenies.

-

3)-. Tapar los tubos y centrifugar brevemenie {por pulsc ~ 3 segundos) en una

microcentrifuga para coleciar contenidos en el fondo.

4)-. Efectuar ciclos de amplificacién por PCR como sigue:

a)-. Regiones cagd 349.

Efectuar 35 ciclos de amplificacion.

Modificar %4°C por 1 minuio
Alinear 55°C por 1 minuto
Extender 72°C por 2 minutos
2 helds
Extender 72°C por 6 minutos
Enffiar 4°C tlernpo necesario

b}-. Regiones de cagd 335

Efectuar 25 ciclos de amplificacion.

Desnaturalizas 94°C por 1 minutc
Alinear 46°C por 1 minuto
Extender 72°C por 1 minuto

! hold
Enfriar 4°C tiempo necesario.
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cj-- Regiones de vacA
Efectuar 35 ciclos de amplificacién.
Desnaturalizar 94°C por 1 minuto
Alinear 52°C por | minuto
Extender 72°C por 1 minuio
2 holds
Extender 72°C por ¢ minutos
Enfriar 4°C tiempo necesario

5)-. Mantener la reaccién a 4°C. Las muestras pueden ser almacenadas & -20°C hasta su

uso.

6)-. Analizar los productos de amplificacion a través de electroforesis en geles de agarosa al

2 % vy visualizarfos por tincién con bromuro de etidio
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V)-. Tipos de primers wtilizados.

Primers oligonucleotidos usados para la tipificacion de cagd, vacd y picB.

A4

102-R

5’GCCTAGCGTAATATCACCATTACCCS

ES—— .§ g -egc :?; w b E el 3 'é 5
FEEEEE Rl ] :3 e
S EREEIESEE E 23
= 2ia - £ 3
FacAd r ml VA3-F 5’"GGTCAAAATGCGGTCATGEY 290
media VA3-R S’CCATTGGTACCTGTAGAAACS’
Vacd r m2 VA4-F 5’GGAGCCCCAGGAAACATTGS 352
media VA4-R SCATAACTAGCGCCTTGCACLY
Vacd sec | s1/s2” VAL-F Y ATGGAAATACAACAAACACALY 259/286"
seiial VAI-R SCTGCTTGAATGCGCCAAALY
FacA sec sla SSI-F STGTCAGCATCACACCGCAACLY 190
sefial VAI-R S’CTGCTTGAATGCGCCAAACS
VacA sec | slb S83-F SAGCGCCATACCGCAAGAGS® 187
sefia VAL-R SCTGCTTGAATGCGCCAAALS
FacA sec S2 §S§2-F $S’GCTAACACGCCAAATGATCCS 199
senal VAI-R S'CTGCTTGAATGCGCCAAACSY
Cag CagAd” F1 S'GATAACAGGCAAGCTTTTGAGGS’ 349
349 Bi S’CTGCAAAAGATTGTITTGGCAGAS’
Cagd Cagd™ 238 5P AAGAAAGGCAAGCAAGCAGAAAAY 335
333 239 SACACAGAAGACAGAGCGTTATTS
PicB PicB™ 101-F 5 AAAACTTCAAGGATAGGATAGAGEY 508
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V-, Controles.

Se utlizan controles positivas y negativas dependiendo de la region que se este

trabajando, estos controles son de DNA de cepas tipo

Cepa | Cagd ‘sla § osib poml jom2 | s2
N B A R B e o
88'4;23 + + + + - -
34183 + + + - - +

VII-. Preparacitn del gel de agarosa al 2%

13- Se utiliza el buffer TAE a una concentracion 1X

2)- Se pesa | g de agarosa y se agregan 50 ml de buffer (TAE)

1)- Se calienta durante 30 minutos agitar y volver a calentar 30 minutos, esto se hace hasta

que se observe transparente

4)- Se deja enfriar

5)- Se vacia en la cAmara previamente preparada

6)- Se deja hasia formacion del gel
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T)-. Se quita ef peine.

8)-. Se adiciona buffer (TAE 1X) a la cdmara hasia que se cubra el gel completamente.

9}-. Se preparan las muestras se colocan Spl de los productos de PCR y se mezclan con 2 pl

de loading buffer.

10}- Se empiezan a cargar [as muestras.

11}-. En el primer pozo se colecan 5 pl de marcador de peso molecular.

12} Se corre e gel a {os 100 volis sdlo el tiempo necesario para observar bandas.

VIHE)-. Tincién y observacion del gel de agarosa al 2%,

1}~ Se tifie el gel con una solucién de TAE 1000 ml al cual se le adicionan 156 ul de

bromuro de etidic durante 10 minutos
2)-. Se observa el gel por medio de luz ultravioleta.
3)-. Se analizan las bandas esto es dependiendo del peso molecular que tenga cada una de

las muestras asi como fambien compardndolos con los controles positives para cada una de

las regiones,
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Y-, Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de la comparacion de la presencia de los alelos de vucd y
presencia de cagA entre las colonias de F. pplory aisladas de nifios y adultos se utilizara el
método de chi cuadrada (X%} dado que nuestra variable es nominal (+ 6 -} y tuvimos dos
grupos de comparacion y nuesiras celdillas tuvieron una frecuencia mayor de 5 Utilizamos
la chi cuadrada para buscar diferencias, y considerandose significancia estadistica con una
p< 0059

EJEMPLO-.

1T AdultesmS o2
(%Y. NoZCol. 102 Ne. (%)
335 76 (74) 83 ( 81) 019
349 59 (57 97 ( 95) <0001
Cualquiera 78 (76) 102 (100) <0 001
... Ambos - 57 (5%) 78 ( 76) 000135
No tipificable 5 (24) G (0 <0 001
FORMULA-

X? =Niad-bc-N2¥
(ate)(b+d)(@+by{c+d)




Tabla de coutingencia de 2 X 2 tenemos gue

Para la regidbn de cagA 335:

Helicobacter pylori

[ NINOS | ADULTOS | TOTAL
+ 76 83 159
- |27 19 46
TOTAL - ] 103 102 205=N |

E= Total fila X toal columna

Gran total

Ejemplo

E=_159 X 103~ 79.888
205

E=156 X 102=79 112
205

E=103 X 46 =23 112
205

E=102 X 46 =22 883
205
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X*=F{(0-EY
E

W= (76 — 798887 + (83 —79.112¢ + (27-23.112)° + (19- 22.888 ¥
79.888 79 112 23.112 22,888

X2=0.1916+0 1910 + 0.6445 + 0.6604

X? = 16875

SUSTITUYENDO-.

X 205 ¢ 1(76)(19) = (83) (27) | 205/ 2%

(76 + 273 (83 + 19) (76 + 83) (27 + 19)

¥ =203 (797-102.5Y
76840884

K= 98877781
76840884

K2 =1.2868

X2 con valores corregidos de Yates = 1.2868 < X’ calculada =1.6875 con un grado de
libertad. P=0 194 &%
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RESULTADOS

Caracteristicas de 1a poblacién estudiada.

406

Fn la tabla No. 1 se muestra las caracteristicas de la poblacion estudiada, los 10 nifios

seleccionados presentaron una sintomatologia de dolor abdominal recurrente, ia edad

promedio para este grupo fue de 11 £ 3 aflos y el radio de mujeres y hombres fue uno a

une En cuantc a la poblacién de adultos se estudiaron 9 individuos, todos con una

sintomatologia de Glcera duodenal Su edad promedio fue de 48 + 7 ahos y al igual que en

adultos el radic de mujeres y hombres fue uno a2 uno

Tabla 1
| CARACTERISTICAS NINOS n=10 ADULTOS n=9
B S Dolor abdqming_i__ recurrente Ulcera duodenal
Edad (Promedio +D)S} 1144 43+18
Radio F-M 1 I

F: femenino

M: masculino




En la tabla No

Helicobaeter prlori

Caracteristicas de las cofonias aisladas de Adultos.

~

+7

2 se muestran de manera detallada las caracteristicas genotipicas de ias

colonias aisladas de adultos estudiados También se describen algunas caracteristicas de los

pacientes, como el origen, no de colonia, presentacion clinica, edad, sexo, ast como si son

positivos o negativos para cada una de las regiones estudiadas, cag3H9, cag333. peB. sla,

sih 52 mf, m2, 51752

Tabia 2
g = = - _ s -
3 {845 le |2 IR %312 (21218 |s |5 (% |2
g s |8 71 7] o™ g a | @ b7
1 57 A 1 Ub 1 35 M + + + - + - " _
s 57 A 2 UD [ 35 M + + + _ + - + -
3 57 | A 3 {UD)| 35 M + + + . + _ + _
4 57 A 4 DL 35 i + + + - + - + -
) 57 C 1 Ut | 35 M + + + _ + _ + _
& 57 I G 2 U} 35 M + + + - + - - _
7 57 C 3 _(UD1l 35 M + + + - + - + -
g |57 | C 4 U] 35 M + + & - + - + -
9 57 C 5 Uub | 35 1] + + + - + - + -
101587 | C A tLUDL 35 [ + + + - + _ + _
111 57 t+ C 7_{UD¢ 35 [\ + + + - + _ _ N
12 | 57 C g |Uo1 35 M + + + - + - + -
131 58 [} 1 Uo | 81 il + + + - + - + -
41 58 | A 3 1Ubh| 81 M + + + . + _ T _
i5 1 5% A 4 UD i 61 %l + + + - + - - +
16 1 58 A 5 1ybt 81 M + + T - + _ + _
17 1 59 A 6 JUD]| B1 M + + + - + _ + _
18 1 589 A 7 UD | 61 M + + - - + _ + -
19 1 58 A g (WD 81 [\ + + + - + _ + _
201 59 A g uD | 61 M + + + - + _ + -
211 58 A 10 (uUDi 81 M + + + - + - - +
2150 A+t luDl 61 § M 1 = 1«1 - 1+ - [+ -
231 59 A 12 1Ub | 81 M + + + - + _ _ +
24 59 A 13 up | 61 M + + + - + B + .-
2541 85 A g uni 50 E + + + - + _ + _
261 85 | A 2 1uUni 50 F + + + - + - + _
27 1 65 A 3 |UDy 50 F + + + - + - + .
28 1 85 | A 4 (upl 50 E + + + - + _ .;. -
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48

29 | B85 | A 5 1D 50 E - + + - £ - + -]
30 | 85 A (o] UbDi 50 F + + + - + - * -
311 65 C 1 UD ; 50 F + + ¥ - + - + -
32 | 65 C 2 Ul 50 F + + + - + - + -
331865 | C 4 (UD| 50 F + + + - + - + -
34 L 85 C 7 UG i 50 F + + + - + - + -
35 | 65 C 8 ub | 50 F + + + - + - + -
3B | 80 1 A 1 UG| 47 E + + + + - - _ _
37 | 80 A 3 UG 47 E + + + & - + . _
38 { 60 c 1 UGl 47 F + + + + _ - - _
39 | 80 C 2 UG 47 F + + + + - _ - _
401 80 1+ C 4 1UG)| 47 E + % + + - - - -
41 | 66 | C 5 (UG 47 E + + + + - + -

42 144W4) A i Ut 47 M + + + + + - + -
43 | 44 | A 2 [ unp, 47 M + + % - + 1+ |+ -
44 | 44 A 2 _|1UD| 47 M + - + T + 4+ + -
45 1 44 | A 4 (D1 47 M + + + - + + + -
46 1 44 | A 6 up : 47 M + + + + + - + -
47 1 44 | C 1 ub | 4y M + + + + + + + -
48 | 44 C 2 U | 47 M 4 * + + + - +

49 | 44 C 3 D 47 M - + + + + * + -
50 | 44 C 4 JUbp 47 M - + + + + + + -
11 44 | C 5 1UDg 47 M + + + & + + + -
52 | 44 C 6 LD | 47 M + + + + + - + -
53 | 44 C 7 un | 47 M + + + + + - + -
54 1 44 | C 8 |UD]| 47 i + - + + + - + -
55 160W4| A 1 UG : 48 F + - + - - - - _ g2
551 60 | A 4 G| 48 F + - + - - + -

57 80 2% 7 UG 48 F + - + _ - + - -
58 | 80 A 8 {UG! 48 F + - + - - + _

50 | 8Q A, 11 (UG 48 F + - + - - + - -
B0 | B0 | A 13 UG | 48 E + - - - - + - -
51 60 A 14 UG | 48 F + - - - - + - -
82 . 80 A 15 (UG, 48 F + - + - - + _

83 | 60 A 16 1UG]| 48 FE + - - - - + -

84 | 80 A 19 UG | 48 FE + - - - - + - .
651 60 | A i 20 UG 48 F + - + - - i - -
66 | 60 C 1 UG 48 E + - + + _ + _

67 1 60 C 3 UG 48 F + - + + - + _ _
A8 | 60 [ 11 (UG 48 F + - + + - + . -
69 | B0 C i3 [HG | 48 F + - - - - + - N
ot ag (122 1UGL 48 E + - + - - 4 _
71187 A | 1 |GC| 40 M + T+ |+ + 1 -]+ -
721 87 1 A 2 GGl 40 v + - N N
73187 Al 3 lacl 40 M - e v | = 1 - Ty

741 87 | A 4 {GCH 40 M + + + - + - +

751 87 A 5 IGC| 40 M + + + + + - _

76 | B7 A 5 _ 1GCY 40 i} + + + + + - 4 -
77 | 87 C 3 IGCL 40 M + + + + - + + -
78 | 87 G 5 1GCL 40 M + + - - + - +

79 | 87 C 7 GC 1 40 1Y + + + - + + + _
80 | 87 C & 1GC 1 40 Mo+ + + - + _ 1 -1 1
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81 ! B89 A 1 UuD i 48 % + + + + - + + |

82 | 69 A 2 b 48 M + + + + - + +

83 | &89 A 3 1Uunp| 46 M + + + + - + +

84 | 69 A 4 Dt 46 M - + + + - + +

85 | B9 A 5 Up 1 48 il + + + + - + +

R 1 B9 A 6 WD ! 48 % + + + + - + _

87 | 69 A 7 Ub | 46 hA + + + + - + +

88 . &9 A 8 UD | 46 M + + + + - + -

8% | 69 A S JUDj 46 M + + + + - + +

80 | 69 A 10 1UD ! 46 ] ¥ + + + - + +

g1 | 89 A 14 (UD 1 48 M + + + + - - +

Q2 | 69 A 12 1D ] 46 i} - + % + - - + -
93 i 113 | A 2 Up | 54 F + + + + - - - +
94 | 113 | A 4 11Dt 54 F + + + - - + - +
851 1 A 5 Uup 1 54 E + + + - - + - +
o | 113 | A 6 |HDi 54 F + + + - - - - +
o7 V413 ¢ A 7 D 54 F + + * - - + - _
a8 | 113 | A 8 D | 54 F + + + - - + - -
9g | 11 C 1 UD | 54 F + + + - - + - +
1008 1131 C 5 1UD ] 54 F ¥ + & - - _ _ +
1041113 1 C &) Up | 54 F + + + _ - + _
102, 113 1 C 7 Un | 54 F + + + - - - - +

[B- Nimero consecutive
Aista- Numero de que se te da al aislado o paciente
Qrige- Origen de la muestra [antro (A) y cuerpo (C)].

Col-. Namero de la colonia estudiada

PC-. Presentacion clinica

Se- Sexo

ED- Edad

caghl3d9- Region de cagA 349

cagA335- Region de cagA 335

pic- Alelo de la regidn de vacA {picB).

sia-. Alelo de la regidn de vacA (sla).

sih- Alelo de a region de vacA (sib)

s2- Alelo de ta regidn de vacA (s2)

mi- Alelo dela regitn de vacA (mi)

m2- Alelo dela regidn de vacA {m2)

s1/s2-. Alefo de la region de vacA (s1/52)

+- Cuande se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra posiva para
cada una de ias regiones estudiadas

~ - Cuando no se presenta el mismo peso molecular con respecte ala muestra positiva para
cada unz de tas regiones estudiadas

V4- Son colonias de pacientes reinfectados
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Caracteristicas de colonias aisiadas de Nifios.

En la tabla No 3 se muestran de manera defaliada las caracteristicas genotipicas de las
colonias aisladas de nifios estudiados. También se describen algunas caracteristicas de los
pacienies como el origen, no de colonia, PC, edad, sexo, asi como st os0n positivos ©
negativos para cada una de las regiones estudiadas, cag349, cag33s, picB, sla, slb, 52, m1,

m2, sl/s2.

la edad, sexo. etc

Tabla 3
o = E 0o % g o
o 3 lol55(2 12 818 22wl lr]e
2 5 ig i (@ [ {8 (B {" 17 b
& e
1 281 (DAL C 1 12 1M + + + + - - + -
2 281 1DAY C 3 1421 M + - + + - - + _
3 281 1DALC 18 1121 M | + + + + - -+ _
4 281 DA | A 1 12 1 M + + + + - - + -
5 281 (DAY A A 12 L M + “+ + + - - + -
(o] 281 1DA L A 3 12 | M + + + - + - + _
7 281 | DAL A 4 12 1 M + - + - + - + .
8 307 DAL A 1 111 M + + + - + - + _
g |37 I1DAJ AL 2 1111 M - + + - + - 4+ _
10 1 307 (DAL A 3 11 M + - + - + - + _
11 1307 (DAL C 1 1111 M+ + + - + - + -
12 1307 |DAL C 2 11 M + + + - + - + _
13_1307 |DA [ C 3 141 M+ + + - + - + -
14 1 307 1DA C 4 1M1t M + + + - + - + -
15 1307 DA | C 5 11 M + + + - + - + -
16 1307 DAL C 6 1111 M + + + - + - + -
17 1307 4DAC L 7 111 M|+ + | + - + - |+ -
18 | 307 [DA | A 8 11 M + + + - + - + _
19 | 307 DAL A 1 6 [ 111 M + + + - + - + -
20 |283 DAl A1 4 | S | F | + | 4+ | =+ - - -1+ - 181
21 1263 IDAJ A 5 | 9 | F 1 + | + ¢ * - - -1+ | - 181
22 1263 IDAL A [5] 9 F + + + - - - + - -
2 o83 DAl Al 7 Lo 1 E 1T+ + [« -1 - | - P+ - 1s1
54 To62 IDAL A1 819 | F | + |+ |+ - -t -1+1 - tsl
26 1263 (DAL A | G 1 9 [ F [ & |+ L+ - o T 4 - tst
26 | 2683 |DAL A (101 9 ¢ F + |+ 1+ - - -+ T
27 1 o83 IDAT A |11 ] 9 1 F + + + - - - 1+ R
8 (o3 DAL A 11210 1 F { + | % [+ 1 -1 -4 - [+ - (s
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55 (263 DAL A 1441 9 1 F 1 - [+ 1+ - -] -T-T-Tsi
30 | 262 DAl G 12 (15 F [ - | - - T -7 -1T-1T+]-Tst
34 1262 1DAYC 1B 145 F - - - - R - a2
Az 12621D0A)C 14011451 F - - - - - -1+ - |81
33 1262 DA C {11115 F - - - - - . + - | s
34 {262 DAl C 112115 ] F - - - - - il # - st
35 (262 |DA| C ji3 (16 & | - | - | - -t +1 - §+] -

36 g2 DA A 1 14 | F - + + - + . + _

37 1 92 {DA| A1 2 |14 F - + | + - | - ] + _

33 o2 ‘DA A 2 114 F - + + - + - + -

38 92 DAL AL 4 |44 F - + + - + - + -

40 Q92 JDA| A 51141 F - + + - + - + _

41 92 DA A B 114 | F - + | 4+ - + ] - | + _

42 | 92 DAL A | 7 [14 ] F - + |+ - + | - | + _

43 1 g2 DA A B I14]! F - + + - + - - -

44 | 92 DAV A | 8 14| F - + |+ - + | - [ + -

45 | ©2 DAY A 1101141 F - + i & - T - tal
26 | 72 IDAL A1 (14 F ] - | - | -1+ -7 -1«

47 + 72 |DA| A | 2 |14 F - - - + - 1 - - +

48 | 72 DAl A VY3 114t F | - | - -1 i - - F -1 + [st
49 1 72 iDA] A | 4 14 F - + - - - - + | st
S0 1 72 |DAG A LS 114 F - - - + - - 1+ |+

51 72 1DA| A | 6 |14 F - - - + - - - +

52 1 72 DA AT (%4 F - - + - 3 - - +

53 | 72 |DA| A | 8 |14 F | - | -} -1+ | - [ -1 .]=%

54 | 72 DAl A 19 |14 F - - - + -] - - _

55 | 72 |1DAY A (101141 F - - - - - . - + | g1
56 | 64 (DAL C [ 1 J1OLF |+ | + | 4 | - - -0 - - gl
57 1 64 |DAJ C I 2 101 F - + | 4 _ L+ - 1| g1
sg 1 s4a (DAL Gl 3110t F | + |+ |+ - | -4 - | +1§ - |82
50 1 B4 IDAYV G 14 0l F e b+ ) 4y o) - o L) - 18D
60 | 64 DAV C 15 1140 | F + + |+ | + - - - -

61 64 [DA| C 16 (10| F - + |+ | + - - _

62 64 1DA1 C 7 1101 F + + + + - - + -

g3 | 84 [DAJ C | 8 [10]| F + + 4o+ | % -] -1+ -

64 84 |DA C g 10 F - + + + - . 4 _

65 | 84 (DAL C (101101 F - + + 1 ¥ - -1 F -

66 1 64 1DAYC 144110 F - + + i - - _

67 | 684 I1DA| C [12 1101 F - + + + - - 1 _

68 j128 |1DA| A | 1 |15 F - - - - ) -+ 1+ | &l
go {128 |DAJ A | 2 |15 F - - - - - i - - + | &1
70 {128 ‘DAl A | 3 115 F - - - - -l + ] - +

71 1128 |DAJ A | 4 (15| F - - - - e +

72 128 DAL A [ 5 115 | F - - - - - b | - +

73 1128 1 DA A 6 1451 F - - - - - + - +

74 1428 [DAL Al 7 {151 F ¢ - | - T T -1T+71 -1+

75 | 428 I\DAL A | 8 145 | F | - | - | - § - | < |+ 1 - |+

76 1128 | DA g 1151 F - - - - - + - +

77 128 |DAL A 1401151 F - - - - RS +

78 1320 IDA| A | 1 |41 I M| + | + § + i & | + [+ + | -

79 1329 (DA A 2 111 M + + + + + - + -

80 | 225 DA A 4 19T 1M |+ + + - + |-l & -
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81 | 320 |DAl A 1 B 111 M + + + + + - +
82 | 329 |DAL| A 7 111 1 M + + + + + - +
B3 | 329 DA A 8 |11 i M| + + + - + - +
84 1329 |DA| A g |41l M + + + - + - +
85 1329 DAL A 110 | 143 M | + + + + + [+ +
86 1329 [DAL A 11111 | M + + + + + + +
87 {320 1DAV A 112141 1 M + + + - + + +
88 |32 1DA1 A | 131 11| M + + + - + - +
89 1320 DA A 114711 M ]+ + + - + L w
o0 {328 /DA A 15 |11 1 M | + + + + - +
91 | 3458 1BA | A 1 8 Y + + + - + - +
a2 12345 (DAL A 2 8 | M + + - - + - +
93 1345 |DA] A1 3 8 | M| + + - + + - +
94 ;345 |DAL A 5 8 M + + + + + - +
g5 (345 DA C 1 8 i + + + - + - -
96 | 345 |DA T C Z 8 M + + + - + - +
97 | 345 1DA | C 3 8 v + + + - + - +
98 | 345 (DA{ & |5 g8 M [ + + + + + - +
99 | 345 |DAL C 6 8 M + + + + + - +
1001 323 I1DA| C 1 7 M|+ + + - + - +
1011323 |DAY C 2 7 M+ + + - + - +
10205 323 |DAY C 3 7 1M+ ¥ + - + - +
103[323IDAlC [ 51 7 M| + [+ + | - {+] -1+

I~ Nimero consecutivo.

Aidsla-. Ndmero de que se le da a! aislado o paciente.

Orige- Origen de la muestra [antro (A) y suerpe (C}].

Col-. Numero de la colomia estudiada.
PC-. Presentacion clinica.

Se-. Sexo

ED-. Edad

caghA349- Region de cagh 349
cagA33s- Region de cagh 335

pic-. alelo de la regién de vacA (picB).
sla-. Alelo de la region de vacA (sla).
s1b- alelo de la regidn de vacA (slb).
s2-. Alelo de 13 region de vacA (s2).
mi-. Alelo de la region de vacA (ml).
m2-. Alelo de la region de vacA (m2).
si/s2-. Alelo de la regidn de vacA (s1/s2).

+-. Cuando se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para

cada una de las regiones estudiadas.

— - Cuando no se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para

cada ung de las regiones estudiadas.




Muestras positivas para la region cag A 335 ya que presentan un tamafio de

615
492
369
246
123

815
492
369
246
123

Hicobucier pylori

producto de 335 bp

BTt TR T Nk e e

a lategion cag A 349 ya que presenian un ramafo de
producto de 349 bp
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Muestras positivas para ia region s el alelo sla ya que presentan un tamafio de
producto de 190 bp
sla

610
492
35639
246
123

Muestras positivas para ta region s el ajelo s1b ya que presentan un tamatio de
producto de 187 bp
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Reticobacter grlori

618 -
492
369
246
123

Muestras positivas para la region s el alelo s2 ya que presentan un tamafio de
producto de 199 bp

¢15
482
369
246
123




Helicobucter pylori

615
452
369
246
123

Muestras positivas para la region picB ya que presentan un tamaiio de
producto de 508 bp
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Genotipos de vacA y cagA encontrades en colonias aisladas de adultos.

Fn la tabla No 4 se describen los diferentes patrones de genotipos que se encontraron en
los nueve pacienies con colonias aisladas de adultos se encontraron alrededor de 2 a 8

patrones diferentes por paciente

Tabla 4

i 37 1 + + + - + |- -] -
2 + + + - |+ i1+ -

3 5% i + + - N EREE
2 + + + - b+ -]+ d -

3 + + + - + -1 -0+

3 65 i - + + - + -1+ |-
2 + + + - + -1+ | -

4 44vd 1 + - + i+ |-+ -
2 + + + - + |+ + | -

3 + - + + |+ [+ + 1 -

4 - + + + + |+ p +F 1 -

5 + + + + Ve b+ -

6 + + + + |+ l+ 1+ ] -

5 &0 1 + + + + | - i-F -] -
2 + + + + - +] - -

3 + + + + -+ -1 F

[ 6 | s0va 1 + - Y- - -1 - 1=
2 + - - - - + - -

3 + - + - - + - -

4 + - - - -+l - +

5 + - + + -+ - -

7 87 1 + + + + + -1+ -
2 + - - - + | -1+ -

3 + + + + - - + -

4 + + + + ] - [+ + -
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F | 5 + + + [+ T+ [ -1 -]-
& + + + N OO (R S

7 + + + - |+ -1+ -

£ + + - - + - + -

8 &9 1 + + NN EEREE
2 - + + + | - |+ -

3 + + + + - + - -

4 + + + + | - -]+ -

5 - + + + - -+ -

9 113 E + + S T T W M O
2 + + + - -+ - +

3 + + + | -1 - 1-1-1+

4 + + + - -1+ -] -

5 + + + - - |+ | + -

No- Numero consecutivo
Paciente-. Nimero correspondiente del paciente.
Patron-. Nimerc que se presentan en los pacientes y las colonias.

eagA349- Region de cagA 349 positivo o negativo.

cagh335- Region de cagA 335 positivo o negativo

pic- alelo de la region de vacA (picB) positivo o negativo

sta-. alelo de la region de vacA (sla) positivo o negativo

s1b-. alelo de la regitn de vacA (sib) positivo o negativo.

52-. alelo de la regidn de vacA (s2) positivo o negativo.

mi- alelo de la region de vacA {(m1) positivo o negativo

m2-. alelo de la region de vacA {m2) positive o negativo.

$1/52- alelo de la region de vacA {s1/s2} positivo ¢ negativo.

+-. Cuando se presenta ¢l mismo peso molecular con respecio ala muestra positiva para
cada una de las regiones estudiadas

— -. Cuando no se presenta el mismo peso molecular con respecto ala muestra positiva para
¥4- Son colontas de pacientes reinfectados
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En esta tabla No 4A se muestra el ndmero del paciente e} ntmero de colonias aisladas de

ese paciente (adultos) asi como también el nimero de patrones que se presentaron para ese

mismo paciertes.

TABLA 4A

i 57 i2 2
2 59 12 3
3 65 11 2
4 60 6 6
5 44V4 13 3
6 60v4 16 S
7 87 10 8
8 69 12 3
9 i13 10 5

Ne. Niimero consecutive
Paciente-. Namero del paciente
Ne.col-. Numero de colonias aisladas por paciente

. )
Patrén - Nimero d



60

Heficobacter pylori

En Iz tabla No. 4B se presenta el ndmero de paciente (adultos) ast como también el
nimero de colonias aisladas por cada paciente de los cuales fueron 9 pacientes estudiados y
en total se estudiaron 103 colonias, por cada paciente se tienen alrededor de & 2 16 colonias
y el namero de patrén es de 2 a 8 diferentes patrones y eof numero de colonias que

presentan el mismo patrédn encontrado.

TABLA 4B
1 57{12) 1 1 4 t
2 11 5 3
Z | 39(12) 1 1 7_187(10) 1 2
2 9 Z I
3 2 3 I
3 1 65{11) 1 1 4 t
2 10 5 1
4 60(6) i 4 s 2
> 1 7 1
3 1 8 1
S 1 44(13) 1 1 8 | 69(12) 1 7
2 2 2 1
3 1 3 2
4 2 4 1
5 5 5 !
6 2 6 1
6 | 60V4 1 1 9 11310 i 1
(16) 2 3
2 4 3 3
3 7 4 2
5 1

Mg-, Nilmero consecutivo.
Paciente- Nimero correspondiente del paciente.

Patrén-. Nimero que se presentan en los pacientes v las colonias

No. Colo.- Nimero de colonias que presenta cada patron

V4- Son colonnias de pacientes reinfectados

NOTA: Los nlimeros encerrados en paréntesis, significan el ndmero de colonias
estudiadas en el paciente
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Genotipos de vacA y cagA encontrados en colonias aistadas de nifios.

En la siguiente tabla se describen los diferentes patrones de genotipos que se encontraron
en los diez pacientes con colonias aisladas de nifios, se encontraron alrededorde 2 a 6

patrones diferentes por cada paciente.

Tabla 5

61

‘T.mrn nnnnn AYiETL

Paciente- Numero correspondiente del paciente
Patrén-. N(mero que se presentan en los pacientes y las colonias

cagA349- Region de cagA 349 positivo o negativo

-1g- c—,—-J— .
.gi fﬂ .n R
4 £1881¢ ZlIdEE
,E e 2_ + + + - - 14|~
1 11+ |- 1+ [fe |- T+l % (AR R i o Pt O
21+ 1+ |+ -1+ f-T+i- S O P O P A B P
3+ |+ |+ 1+l- §-1+]- = AN PR s O DR R D
2 1507 (11 - 1= - 1= |- [*|- 7% P PRl O e g
3153?1?1::%:?1 AL PLI LR G B Sl S S A L .
2 AN EEaE
2 Bl Sl i Sl R Rl Bl Bt 3o - -5 -+
4 1262114 |- |- I-}1- |-i*I- 9 1329 8+ |+ {+ (+[+ |*+[F]-
P8 S Sl G o Tt A el b 21+ [+ |+ [+1+ |- 1+]-
5 (92 ji[- |+ I+ (-l gelF]- 3+ |+ [+ |-1+ |-]+]-
3 Sol St S T Sl Rl 41+ |+ i+ |- |+ |+]+]-
E2 N il G o A Ll 10 (345 €1+ |+ |+ j- 1+ |- t+i-
§ 172 110- - - j-1- l-i-i+ =% S P S i ey B PR
2]- j- - |+ -0 ]-
3+ [+ |- |+|+ 1-]*]|-
] N e I Gl g ol el 4+ 14 |+ fEp+ |- j4]-
di- |- |- 1¥j- - - )F 50+ |+ |+ {-1+ |-|-1-
5i- 1= |- |+f- |- i+]|+
7 o364 (1l 1+ 3t )= j-1t)-
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cagA335-. Region de cagA 335 positivo 0 negativo

pic- alelo de la region de vacA (picB) positivo 0 negativo.
sta- Alelo de la regidn de vacA (sla) positivo o negativo.
sib-.alelo de la region de vacA (sb) positivo o negativo.

s2-. Alelo de la region de vacA (s2) positivo o negativo.
mi-.alelo de la regién de vacA (m1) positivo o negativo
m2-. Alelo de 1a region de vacA (m2) positive o negativo.
sl/s2- Alelo de la region de vacA (s1/s2) positivo o negativa

En Iz tabla No. SA se muestra el nimero del paciente, & niimero de colonias aisladas de ese
paciente {niftos) asi como también el namero de patrones que s¢ presentaron para es€

mismo pacientes.

Tabla SA

2]

t 231 7 3
2 367 12 2
3 203 10 2
4 262 6 2
5 92 i0 3
6 72 10 5
7 64 12 6
8 128 10 3
9 326 13 4
10 345 9 5

No. NGmero consecutive
Paciente-. Niimero del paciente
Ne.col-. MNamero de colonias aisladas por paciente.

Neo. Patrones nimero de patrones encontrados por pacientes.
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En ia tabla No 5B se presenta el numero de paciente (nifios) los cuales fueron 10, asi come
también el nimero de colonias aisladas las cuales fueron 102 colonias, se tienen de 6 a 13
colonias por cada paciente, el nimero de patrén es de 2 a 6 diferentes patrones y el numero
de colonias que se presentan el mismo patrén encontrado

TABLA 5B

Mo
colonias

T T 381(H

2 | 30%(12)

[y

mm,bhp—-—amoopav—bam@-—«ommmw'\-

3 ] 263(10) 8 | 128(10)

4 262(6)

S 3258(13)

5 | 92(i0)

6 | 72(10) 10 | 345(9)

wl st o] = o lwe]uwitb]—lofun] s w55
.—-uJ--.—.«L»JM_&AL.J—M-«-«OONr—-MP—‘Lh

S S [N OV TNC) I ROUR PN 3 EV I N R a5 R Sl Ll VSR Ravd

7] 64(12)

b

Ng- Nimero consecuiive

Pacienie~- Numerc correspondiente dei vacienie

Patrdo-. Nimere gue 5& presentan en ics pacientes v ias colonias
Mo, Colo.- Namszro de onignias pus presems cada pairon
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Frecuencia de alelos de vacA en colonias de H. pylori aislades de nifios y
adultos de Méxice.

En la tabla No. 6 se presenta la frecuencia de los alelos de vacA en colonias aisladas de

.

H. pylori nifios y adultos, para ia tegion de slay slb, en las colonias awsladas
de nifios y adultos se presentan casi de igual forma no se encuentra significancia, para la
region de 52 se presenta significancia en colonias aisladas de H. pylori de adultos que de
colonias aisladas de AL pylori de nifios (region s2 p=<0.001). Para la regién de si/s2 se
presenta significativamente con mayor frecuencia el st de colonias aisladas de H. pyiori de
nifios gue en colomias aislades de F. pylori de adultos y cast de igual forma se presenta la
frecuencia para la regién de s2 para los dos casos, la region de s1/s2 solo se realizd para
colonias zisladas que no se tipificaron con los otros tipos de primers y no para todas las
colonias, sin embargo no todas las colonias se pudieron tipificar, en las colonias aisladas
de nifios dos colonias que no tipificaron, para el caso de colonias aisiadas de adultos todas

las colonias se pudieron tipificar

En cuanto a la region media el alelo de m1 se presenta casi de igual forma para colonias
aisladas de nifios y de adultos, solo que persiste [a incidencia en colonias aisladas de nifios,
para ¢l alelo de m2 ias colonias aisladas de nifios es significativamente mas frecuentes que
en colonias aisladas de adultes, v con lo que respecta a las no tipificables es

significativamente mas frecuente en colonias aisiadas de adukios
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Tabia &6

ifios - Adultpsp=9 -
‘No.Col. 163. No.{(% ) | Ne.Col 162 7 No. (% )

30 (30) 38 (37) 028

450 {49 56 (35) 036

g (14 42 {4n <0.001

213 20)/(3) 311 (3D <0 601/0.32
2 (2) 0 0 ) 0.i6

980 (78) 64 (63) 002

T 19 (18) 12 {12) <0001

516 6) 26 (25) <0.001

%? chi cuadrada & < 0.05

COLOMAS DE NNOS PARA LAREGIONS

‘§s1a
‘msib
Es2
'Ost
%552‘
Egmﬂpéficaﬁe
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COLONAS DE ADULTCS PARA LA REGION
&

COMPARACION PARA LA REGION S

3
i
'
¢

60

/B¥s2
Ost
Os2
O noftipficable
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COLONIAS DE NINOS PARA LA REGION m

ane

‘C1ne tipificable |
.
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Frecuencia de infeccién con aislados de cagA * determinados cor dos
diferentes tipos de primers en colonias de H. pylori aistados de nidios y
aduftos de México.

En la tabla No 7 se muesira la frecuencia de infeccion de aislados de cagd”
determinados con dos diferentes tipos de primers que corresponden al tipo que da 335 bp y
el tipo de 349 bp para colonias aisladas de H. pylori de nifios y adultos de la poblacion
Mexicana, para &l alelo de cagA 335 se encontraron cast de igual forma aungue en colonias
aisladas de adultos en mayor el nimero de colonias que se encontraron, para la region de
cagd 349 es significativamente mayor en colonias de H.pyiori aisladas de adultos que de
nifios, también se presenta una significancia mayor para colonias aisladas de adultos que s¢
encontraron con cualquiera y ambos de los dos tipos de primers, para el tipo que no son

tipificables se encontraron con mayor frecuencia en colonias aisladas de nifios

Tabla 7

. Juegosde . | Nif . |Adultosn=9 - - - |. pX -
‘.’p’rime!‘s’” Nolol.102 Ne. %) .
335 176 (74) 83 (81 0.19
3407 0 159 (57) 97 {95 <0 001
Cuoalauiera~ 178 (76) 102 (100) <0 001
Ambos - 157 (55 78 ( 75) 00015
Notipificable- -1 25 (24) 0 { O <0 001
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COLONIAS DE NINOS PARA LA REGION
cagh

335

‘@349

1@ Cualquiera \
'O Ambos

[1No tipificable

COLONIAS DE ADULTOS PARA LA
REGION cagA

81

B335

349

T Cualguiera
‘[0 Ambos

1 Mo tipificable
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W

100

71

Helicobucter pylori

COMPARACION PARA LA
REGION cagh

%5 M9 Qegiea Anios  Nolipfictie

ALELDOS

i—mmmﬁm
- —COUNASDEADULTCS
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Relacién de la combinacién picB y cagA en colonias de H. pylori aislados
de nifios v aduitos de México.

En la tabla No. 8 se presenta la relacion de la combinacion picB'y cagd en colonias de
H.pylori aisladas de nifios y adultos Mexicanos, se muestra que no hay relacion entre las
colonias aisladas de nifios y adultos que presenten la combinacién picB /cagA’ en cambio
para ta combinacion picB /cagA” si se encontraron con mucho més frecuencia en adultos
que en nifios y para la combinacion de picBicagd” se encontraron de igual forma tanto
para colonias de nifios como para colonias de adultos, para la combinacion picH ‘cagd’ solo
se presenta en colonias aisladas de nifios y para la combinacion picB/cagA’ 1a frecuencia es

significativamente mayor en colonias aisladas de nifios con respecto a las colonias aisladas

de adultos

Tabla 8

Combiracién Niftos n=10 Adultos r=9 px’
picB-cagA No.Col.103 Neo. (% } | No.Col. 102 No. (%)

picB fcagh” 55 {53} 76 {715 G 00L7
picB eagh” 0 )] 0 (0) 0.0
picE fcagd’ 25 (24) 0 (0} <0.001
picB/cagA” 8 (8} 2 {2) 0.0537

! definido en cualquiera de los dos juegos de primers usados.
X* chi cuadradz o < 0.03
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COLONIAS DE NINOS PARA LA
COMBINACION picB-cagh

B poBvicaght
[ElpicB+cagA- |
B picB-fcagh-
[DpicB-foagAt

COLONIAS DE ADULTOS PARA LA
COMBINACION picB-cagh

02

picB+/caghA+ |
H picB+/cagA- L
| & picB-/cagA- |
| picB-/cagA+ |
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COMPARACION PARA LA
COMBINACION DE picB-cagh
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DISCUSION

Aungue la infeccién con multiples cepas de . pylori ha sido descrita con anterioridad la
mayor parte de los pacientes son infectades por un sélo tipo de cepa Sin embarge, en
paises en vias de desarrolfo la infeccion maltiple es un evento comun entre la poblacion
Algunos métodos usados para establecer que se (rara de una infeccion multiple han sido
por fingerpriting de DNA (RAPD Random ampfification lenght fragments polymorphism &
RLFP Restriction lenght fragmenis polymorphism) sin embarge, rectentemente en México
se ha encontrado que usando el sistema de tipificacion de vac4 desarrollado por Artherton
y cols en aislados miltiples y colonias aisladas es posible establecer infeccién maltiple por

H. pylori en nifios y en adultos.

En este trabajo nos propusimos comparar la infeccion muitiple por cepas de . pylori
mediante la genotipificacion de los genes cagd, picB y vacd de colonias aisladas de nifios
y adultos mexicanos. Uno de los enfoques que se utilizaron fue el establecer patrones
genolipicos usando combinaciones de fodos los genes estudiados de las colonias va
estudiadas, con el fin de determinar la diversidad de esta infeccion miltiple en los pacientes

estudiados.

Uno de los més importantes hallazgos relativos a la genotipificacion  de wacd
encontrados fue la existencia de un mayor nimero de patrones genotipicos en colonias

aisladas de adulios que en colonias atsladas de nifios.
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Con respecto a los otros resultados se puso enm evidencia una alta frecuencia de
infeccion multiple cuando combinamos los alelos simples de la secuencia de sefial y la

regidn media de las colonias aisladas de nifios y de colonias aisladas de adultos.

También confirmamos lo encontrado en otros estudios hechos en México con respecto a
la region de cagd para la cual 25 colonias aisladas de nifios na son tipificables, en cambic

con 10 que respecta & las cotonias aisladas de adultos todas las colontas fueron tipificables.

En este estudio no se encuentro mayor diferencia con respecto a los alelos slby sla,
en cambio parz el alelo s2 el cual se presenta con mayor frecuencia en colonias aisladas de
adultos, esto también se ha descrito en Perds, y otros estudios en América Latina, y con 1o
que respecia a los paises desarrollados son diferentes, ya que sta y ml del tipo de vacd

son tds relativos para la enfermedad ulcero péptica.

Para la deteccidn de cagd’ sc utilizaron dos tipos de primers, el que amplifica 335
bases de pares y 345 bases de pares. Con el primers 335 bp no existe diferencias entre ias
colonias aistadas de nifios y las colonias aisladas de adultos, en cambio, para el primer 349
bp se presentan diferencias en colonias aisladas de adultos, en las cuales se presentan en

mayor nimero que en colonias aisladas de nifios

También, se probaron todas las colonias aisladas de nifios y ias colonias aisladas de
adultos para explicar las diferencias entre los dos tipos de primers para detectar los
aislados de cagd”, y tipificamos a todas las colonias aisiadas de nifios y fas colonias

aisladas de adulios para el gene de picB, porque se conoce que todos los aislados que son
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picB” son cagA”, de este analisis consideraremos que todos los aislados que son cagd ™ con
uno de los dos tipos de primers Los resultados muestran que no todas las colonias aistadas
de nifios presentan lo anteriormente descrito (picB /cagd” 53%) y con lo que respecta a las
colonias aisladas de adultos presentan un 75%, sin embargo, para picB’y cagA” en colonias

aisladas de nifios se presenta un 24 % v en colonias aisladas de adultos no se presenta esta
Y

combinacion.

Para la combinacién picB /cagA™ no se presenta en ninguna de las colonias aisladas
tanto de nifios como para adultos y la combinacion picB / cagA” se presenta de igual forma

(20%) tanto en colonias aisladas de nifios como en colonias aisladas de adultos.



CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Con respecto a los genotipos de vacA mas frecuentes, se destacan varios hallazgos. Para
la region s de vacd, con fa excepeion del alelo 52, caya frecuencia fue claramente mas baja
en colonias de H. pylori aistadas de nifios, 12 frecuencia de s/ v 52 en ambos grupos fue

similar a lo encontrado en un estudio previo en Meéxico realizado con aislados muiltiples.

S1b y 52 fuercn los alelos de la regién s mas frecuentemente identificados, contraric a
reportes a nivel mundial en los que sia es el glelo de la region s mas asociado a enfermedad
gastroduodenal. Para la regitn media, comparando inversamente con e} estudio en cuestion,
mi fue la region mas frecuentemente identificada en colonias, contraric a los resultados del
estudio con aisiades muitiples que muestran altas frecuencias similares para ambos alclos
de m, tanto en nifios como en adultos. Cabe resaltar que m, ha sido mas frecuentemente
asociado con enfermedad gastroduodenal que m2. Al igual que en el estudio de
genotipificacion de aistados multiples, se encontraron cepas no tipificables para la region s
Unicamente enire aquellas aisladas de nifios ¥ no tipificables para la regidn m en ambos

gIupos.

En relacién com la genetipificacidn de cagd con los dos juegos de primers, fos primers que
amplifican para un producto de 349 bp fueron ligeramente mejores para identificar colonias
cagd” que wilizando el juego de primers que amplifican para un producto de 335 bp
utilizando colonias provenientes de adultos. Lo anterior contrasta notablemente con b
encontrado en el estudio con aisiados moitipies en el que e juego de primers que
amplifican para un productc de 335 bp es notablemente mejor para identificar colonias
cagA™ que el juego de primers que amplifican para un producto de 349 bp. Gtro hallazgo
importante en este estudio de colonias fue que todas las colonias estudiadas fueron

tipificables combinando la genotipificacién con ambos juegos de primers.
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Par lo que refiere a las colonias de H. pylori eaisladas de nifios aunque ia identificacion
de colonias cagd ™ fue mejor con el juego de primers que amplifica par un producto de 333,
se mantuvo la misma tendencia que en el trabajo realizado con aislados multiples. De igual
manera algunas colonias fueron 110 fipificables, sin embargo el porcentaje de
identificacion fue mucho menor que en el estudio realizado con aislados mirtiples, y de
igual mode, aunque menor que en fas colonias provenientes de los adultos, ¢l porcentaje de
identificacion de colonias cagd™ fue mucho mejor que lo encontrado en el estudio con

aislados maltiples.

Las diferencias para deteciar colontas cagd” con los dos juegos de primers utilizados
pueden ser explicados por diferencias en la secuencia del gene cagd en colonias aisladas de
los pacientes mexicanos (nifios y adultos}, lo cual podria significar que estas diferencias se
deben a un menor Teconocimiento de regiones mas conservadas, segin el juego de primers
utilizado, esto es mayor o menor homelogia con las secuencias de los prifters.

También tratando de explicar diferencias en la capacidad para identificar colonias cagA”
entre los dos juegos de primers, decidimos ademas tipificarlas para el gene picB, ya que se
ha descrito que todas las cepas picB” son también cagA . Para este analisis, consideramos
todas las cepas tipificadas con cualquiera de los dos juegos de primers utilizados los
resultados (ver tabla 7 y 8) aunque concordantes detectaron 8/103 picB “cagd’ entre las
colonias provenientes de nifios y 2/102 entre aquellas provenientes de adultos, para la
relacion de picB” /cagA” no se encontro mayor significancia ya que las colonias aisladas de
adultos presentan uzn nimero mayor de incidencia v la refacion de picB” /cagd esta relacion
1o se presenta para ambos grupos de colonias aisladas sin embarge para la relacion pich

‘cagAd” solo la presentan colonias aisladas de nifios

Con respecto al gen de vacd ¢l cual se divide en varias regiones como son la s o sefial y
la m o media, fo cual se ha dicho que este gen esta asociado con un fenotipo de citotoxinao

su capacidad de inducir Glcera péptica, con los resultados obtenidos podemaos apreciar que
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con Tespecto 2 ios alefos sla, s1b,mI no se encuentra gran diferencia con respecto a los dos
arupos de colonias estudiadas, sin embargo, con respecto al primers utilizado para
determinar 1a region de sl/s2 es significativamente mayor para las colonias aisladas de
nifios con respecto a los adultos v aun utilizando este tipo de primers encontramos que
algunas colonias no pueden ser tipificadas , y para el caso de la utifizacion de primers para
el alelo de Iz region media encontramos una significancia mayor haciz las colonias de

adultos y2 que en nifios solo 6 colonias no pudieron tipificarse con la utilizacion de este

primers.

Los resultados aqui representados confirman resultados previos realizados con aislados
miltiples de que la infeccién multiple es mas comun en poblacién adulta. Explicar la causa,
es dificil , pero una posible explicacion podria ser una alta recombinacion entre cepas de HL

pylori que se incrementa con [a edad, tal como lo muestran nuestros resultados.



CAPITULO 11

ANEXOS
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ANEXOS 1

El DNA (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO).

E! Bidloge Watson y el Fisico Crick propusieron una imagen de la estructura molecular
del ADN & DNA, el cual se presenia en todas las células eucaridticas y procaridticas. El
niicleo se encueniran los cromosomas, que levan el “ mensaje genético ™ molde de todas
las caracteristicas hereditarizs individuaies. Cada cromosoma estd formado acido
desoxirtibonucieico { ADN). Las unidades finales de la herencia son ios genes y cada gen es

una porcion de molécula de ADN

El ADN esta constitutds por dos cadenas extiemadamente largas de muclettidos que

contienen adenina {A), guanina (), timina (T} y citosina (C).

Las cadenas estan unidas por enlaces de hidrdgeno entre las bases, uniéndose siempre la
adenina con la timina y 1a guanina con la citosina.®” Ef mensaje s transmitido mediante un

cHdigo que representa el acomodo de los nucledtidos en la estructura del DNA,
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ANEXQO 2

Descripcién del Método de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR}

para la deteccién de H. pylori

El método de la reaccidn en cadena de la polimerasa se debe a Kary Mullis en 1986

(California, USA) y sirve para amplificar secuencias especificas de DNA.

£] término © reaccidn en cadena de la polimerasa ” (PCR} se aplica al proceso
bioquimico in vifro, mediante el cual las cadenas individuales de ADW blanco son
duplicadas por el DNA polimerasa en cada unc de los ciclos {generalmente entre 20 y 30}
que integran la reaccion, at final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas vuelven & ser
duplicadas por la misma enzima, logréndose uma produccion exponencial de millones de

copias del gen o segimento de ADN especifico sometido al proceso

En general, los compornentes requeridos para vm PCR son ADN, iniciadores
(oligonuciedtidos) especificos que flagelan el gen o segmento que zctua como blenco paré
le amplificacion: mezcla de desoxinucledtidos (dNTP's); solucién amortiguadora de

reaccién, y ADN polimerasa

En cusnto al equipo requerido: Microcentrifuga, micropipetas, congelador de
20°C, balanza analitics, termociclador, fuente de poder, espectrofotémetro, tubos para
microcentrifuga estériles, tubos de PCR estériles, guanies y tapabocas esiérites, puntiias
con filtro para micropipetas, camara de electroforesis, transiuminador de luz UV, campana

de flujo laminar.
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OLIGONUCLEQTIDOS: Primero se sintetizan oligonucledtidos, la secuencia de estos

es responsable de la amplificacion especifica del fragmento deseado, cada uno
complementario 2 una secuencia corta en una banda del segmento de DNA y que se sitia
cerca del extremo de la secuencia que se desea amplificar. Estos oligonuclettidos sintéticos

pueden utilizarse como indicadores para la replicacién de un segmento de DNA i vitro.

Este es uno de los parimetros mas importantes que determina la especificidad del PCR.
idealmente, en cada 100 pl de reaccion, l1a concentracién aceptable de cada oligonucledtido
oscila entre 0 05 v 1.0 pM. El uso de concentraciones mayores favorese 1a amplificacion de

vegiones inespecificas y la formacién de dimeros de oligonucledtidos

La sintesis de oligonucleotidos consiste simplemente en la adicion sucesiva de
monodmeros {nucieotidos) activados a nucledtidos previamente fijados a una resina soporte.
Sy tamafioc debe oscilar entre 20 y 30 nucledtidos, un contenido de Gy C de
aproximadamente 50% una temperatura media de fusion (Tm) de 55°C, que no sean

complementarios entre si © CONsigo MIsMOS {para evitar la formacién de estructuras

secundarias y de dimeros de oligonucledtidos).

Los oligonucledtidos son liberados de la resina, purificados y recuperados por
electroforesis preparativa en geles de polizerilamida o preferentemente mediante
cromatografia liquida de alta presion. Algunas modificaciones quimicas en &l residuo &7
_OH del Gltimo mondmero incorporado, permiten la adicion de grupos radiactives © de
bioting, de tal manera que el oligonueledtido queda preparado para participar directamente

en procesos de identificacion de secuencias génicas.
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DNA BLANCO La concentracidn de ADN blanco en la reaccidn deperde de [z fuente
utilizada, e idealmente se requieren aproximadamente 10° copias de ADN bianco, esto es,
de 300 ng a lug de ADN genémico humanc. En el caso de usarse genes clonados en

plasmidos, de 25 a 100 ng de su ADN son mds que suficientes.

ENZIMA_ADN POLIMERASA Taq- es la mds usada por su faci! estandarizacidn ¥

menos costo. Esta enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de endonucleasa 37 a 5°
(correctora de prueba) y de exonucleasa de 5” a 37 Su indice de error de incorporacion es

de 4 X 10% bases y amplifica, sin dificultad segmentos de hasta 3000 pb

Se recomienda usar 1 a 2.5 U de la enzima por cada reaccion da 190 pl.

MAGNESIO: La concentracion de iones de magnesio en la PCR es tambiée
determinante en {a especificidad de la reaccion. Concentraciones muy altas conducen 2 una
baja especificidad, mientras que las concentraciones mintmas necesaries disminuven el
indice de incorporaciones erréneas de nucledtidos, por lo que se recomienda optimizar la
concentracion de MgCl, en cada reaccidn, la conceniracién final enire 0.5 v 2.5 mb. 5l gé
disminuye demasiado la concentracion de MgCl; ta activided de la enzima Cecae af grado

de que algunas veces la amphificacion es mula.

DNTP'S: Las concentraciones minimas necesarias de dNTP’s disminuyen el indice de
incorporaciones erréneas de nucleGtidos, imientras gue a concentraciones muy alas
disminuyen la especificidad de la reaccién, por lo que la concentracion de dNTPs también
imizarse. Concemraciones entre 20 y 200 um proporcionan resultados dpiimos,
debiéndose igualar la concentracion de cada una de los cuatro dNTP’s en concentrasiones

equimoiares
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Cada uno de los ciclos de la reaccion conmsta de tres pasos determinados por

temperaturas y tiempos especificos, que son:

1}-. Desnaturalizacion (92-98°C, 30 a 90 segundos), en e cual se szeparan o

desnaturalizen las dos cadenas complementarias del ADN blanco.

2)-. Alineamiento (50-60°C, 30-6C segundos), en el cual se realizz el apareamiento

especifico enfre fos iniciadores v las cadenas simples del segmento de ADN
desnaturalizado.

3)-. Extension (70-74°C, 30-90 segundos), en el cual que el ADN polimerasa extiende la
longitud de los iniciadores apareados al ADN blanco, al ir polimerizando los
desoxinucieotidos tibres, resultando en nuevas cadenas complemenianas a las dos cadenas

sencillas presentes al inicio de la reaccion. ©®

El ciclo siguiente se contiene ahora el doble de cadenas sencillas de ADN blanco que el

anterior v finaliza convirtiende éstas en cadenas dobles.

Afortunadamente, con el descubrimiento de ura enzima pelimsrasa de ADN (Tag)
estable al calor y que se obtienen apartir de una bacteria termofitica (Thermus
thermophilus, bacteria que crece en las aguas termales) y la introduccion de
tecmooicladores automatizados, permitieron disminuir significativamente el costo, vy el

tiempo.
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Al fin de este proceso, el segmento de ADN deseado se ha amplificado a 1al punte que

puede ser ficilmente aislado y después clonado.

Este método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) e tan sensitle que puede

detectar hasta una sola molécula de ADN en casi cualquier tipo de muestra. 1

Debido 2 la aita sensibilidad dei PCR, jos problemas de contaminacién con DN
diferente a! que se requiere amalizar v sobre todo con productos de amphificaciones
anteriores, pueden ficilmente presentarse y ocasionar serios probiomas Si no SRUemEs las
precauciones en ¢l montaje de Ia reaccidon. La contaminacion con acidos mucleicos mmiede
deberse a clonas de plasmidos con los gue rutinariamente se rzbaja en el laboratene y
estan presentes como contaminantes en cantidades grandes en ¢ equipo ¥ n terizies y

reactivos

Otra firente de contaminacion en el laboratorio es la acumulacion de productos de PCR

producida por amplificaciones repetidas de la mima secuencia del Gianco.

La amplificacidn de segmentos de ADN mediante el PCR se utifiza en muchos
laboratorios y tiene maltiples aplicaciones en diferentes campos e la biomedicina, Centro
de las cuales podemos mencionar las siguientes: en el campo cel diagndsiico ¢linico esta
metodologiz es utilizada en Iz genética médica para el diagndstico d snfermedades
oreditarias v algunas cromosomopatias comunes; en of campo de la inmunologiz se
cmplea pare determinar asociaciones entre el complejo mayer de histocompatitiidad
(HLA) v la predisposicién genética para el desarrolio ds enfermeiades autoingumes, <n el
campo de la oncologia para probar mutaciones activadoras de QnoOgenes o SUPTEIVTES de

antioncogenes, para detectar arreglos erombsomMIcos presentes 2n PIOCESOS neoplésizog, v
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para ja deteccidn de virus con secuencias oncogénicas En la microbiologia el PCR se ha
utilizado en el diagndstico répido y preciso de infecciones producidas por bacterias, hongos
y virus, particularmente aquellos microorganismos dificiles de detectar por analisis
microbioldgico directo v cultivo. En la medicina legal el PCR ha enriquecido enormemente
el analisis de las pruebas de paternidad y la identificacion de individuos a través de la
tipificacién de regiones cromdsomicas con secuencias de ADN altamente varables o

polimorfas

El proyecio del genoma humano ha recurrido al PCR para identificar nuevos genes, sus

secuencias ¥ mutaciones.

En los campos de biologia molecular, la ingenieria genética y la biotecnologia, i PCR
se utiliza para la clonacion molecular de genes y su secuenciacion nucledtida, para la
mutagénesis dirigida a secuencias génicas, para facilitar manipulaciones génicas
encaminadas 2 la produccion de proteinas recombinantes, v para el analisis y cuantificacion

de la expresion génica.

El PCR promete ofrecer con su alta sensibilidad y técnicas especificas para ia deteccion
de H. pyfori. La téenica de PCR para la deteccion de H. pylori de muestras de biopsias
gastricas ha sido descrito por muchos laboratorios, sin embargo la precisién de la téenica

varia.

Los faciores que afectan la precisién de la prueba incluyendo la cadena de primers y ia
obtencion del DNA, la preparacién de muestras, la densidad bacteriana, y el procedimiento
del PCR. Li et al desarrollo un ensaye de PCR el cual fue reportado con el 100% de
sensibilidad y especificidad para la deteccion de infeccion de H. pylord con muestras de

biopsias de mucosa gastrica
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Una ventaja del potencial del PCR es que puede permitir el diagndstico de #.pyiori el
cual puede ser no invasive para la deteccién de fL pylori en fividos no gésiricos como
puede ser a saliva. En un estudio la sensibilidad de PCR para detectar . pylori en saliva
fue de un 84% Para explicar la observacion que la saliva de algunos individuos eran
positivos para F. pylori por PCR en la ausencia de bacteria detectabls es ¢l estémago, por

lo cual algunos autores sugieren que fa cavidad oral es la situacion inicial de infeccion
(39,63}

Al finalizar la reaccion existen millones de coplas de fragmerntos de interés, por lo que
es suficiente con colocar en un gel de agarosa una décima parie del volumen tofal de fa
reaccion correr la electroforesis v tefiir con bromuro de etidio, para verificar el éxito de fa

amplificacion. ©%
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ANEXQO 3

PREPARACION DE SOLUCIONES

MEDIO SELECTIVO PARA H. pylori (SIN ANTIBIOTICO)

Agar Brucella
Sangre de carnero

Agua desionizada

40 g
50mi
1000mt

MEDIC SELECTIVO PARA H pyiori (CON ANTIBYOTICO)

Agar Brucella
Sangre de camero
Vancomicina
Polimixina §
Trimetroprim
Ac.nalidixico
Bacitracina

Agua desionizada

40 g
50 ml
g
2500 uu
5g
10 mg
10 0600 U1
1000 mi

39
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PRUEBA DE UREASA

Urea 003 g
DBPs(Dulbeceso’s phosphate buffered saling) 56 mi

Rojo de fenol al 1 % 2 gotas
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ANEXO 4

PREPARACION DE SOLUCIONES

SOLUCION STOCK DE TRIS
(TRIS 1M,pH 8)

2 OLIVA,

Tris base 1211¢g
Agua desiorizada a 1000 ml

Ajustar pH con HCl conc.

SOLUCION STOCK DE ERTA
(EDTA 0.5M,pH 8)

EDTA 1861 g
NzCH ~20 g
Apua desionizada 2 1000 mi

4

Adicionar ¢l EDTA a unos %00 m! de agua Agitar vigorosamenie con un agitador

magnético. Ajustar ¢l pH agregando ¢l NaOH
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LOADING BUFFERS
(EDTA 25 Mm, azul de bromofencl 0.25 %,xilene cyanol 0.25%, glicerol 30%)

Solucidn stock de EDTA 0.5 M 5 mi
Azl de bromofenol 0.25 g
Xylene cyanol IFF 025g
Gticerol 30 mi

Agua desionizada & 1000 mi (~65 mi)

Almacenar a temperatura ambieatie.

BROMURO DE ETIDIO
{Img/ml}

Bromurc de stidio 50 mg
Agua desionizada 50 ml

Almacenar protegida de la luz

BUFFER TRIS-ATETATCO (TAE) 56 X
(Tris base 40 mM, EDTA 1 mMj

Tris 242 g
Solucién stock de EDTA 0.5 M, pH8 100 mi
Actdo acético glacial 57.i ml

Agua desionizada a 1000 mi
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MARCADOR DE PESO MOLECULAR
(Tug/ionl)

Loading buffer 10 1d
123 bp ladder 6 1 kDa bp ladder 10 pl

Agua desionizada estéril 80 ul
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