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RESUMEN

Aproximadamente del 70 al 90% de la poblacién mundial esta infectada por
Helicobacter pylori. Aunque la mayoria cursa la infeccion de manera asintomatica,
una pequefia fraccion desarrolla enfermedades gastroduodenales como gastritis
superficial, gastritis atrofica, metaplasia intestinal, displasia gastrica, cancer gastrico
y Ulcera duodenal. Esto es debido a que la bacteria posee ciertos factores que
incrementan su virulencia.

Por tal motivo, en este estudio se determin6 por PCR, la presencia de los genes cagA
y babA2 asociados a virulencia en cepas de H. pylori aisladas de pacientes
mexicanos con enfermedades gastroduodenales, asi como también, se relaciond la
presencia de estos genes con las diferentes manifestaciones clinico patoldgicas.

Se demostré que la presencia de los genes cagA y babA2 en cepas de H. pylori
aisladas de pacientes mexicanos se encuentran asociadas a Ulcera duodenal y cancer
gastrico, siendo la presencia de cagA mas frecuente en pacientes con gastritis
atrofica, displasia gastrica metaplasia intestinal y Ulcera duodenal; y babA2 maés
frecuente en pacientes con Ulcera duodenal y cancer gastrico en comparacion con

pacientes que presentan gastritis superficial.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Historicos.

La infeccion en el humano por H. pylori fue descrita hace mas de un siglo, pero fue
ignorada por la literatura médica hasta 1893 cuando Bizzozero la redescubre en él
estbmago de perros y gatos. En 1906 Balfour describio la presencia de espiroquetas
en perros y monos con Ulceras gastricas. Kreintz y col. el mismo afio comunican los
hallazgos de microorganismos similares en estbmago de enfermos con cancer
gastrico.!

Doenges (1938), encontrd espiroquetas en 104 de 242 estomagos de pacientes
muertos. Y en 1940 Freedberg y Barron detectaron la presencia de estas bacterias en
el 40% de las muestras de gastrectomias.

En 1983, Robin Warren y Barry Marshall de manera accidental, lograron aislar y
cultivar (en agar chocolate bajo atmoésfera anaerobia) una bacteria espiral de la
mucosa gastrica de pacientes con gastritis cronica, comunicaron sus observaciones al
realizar tinciones de plata y propusieron el nombre de Campylobacter (Campilobacter
Like Organisms CLO), * *® por lo que el estudio al microscopio puso en evidencia

que:

1.- La bacteria presentaba de 4 a 6 flagelos, que la diferenciaban

de Campylobacter
2.- Carecia de filamentos axiales, por lo tanto no era una espiroqueta
3.- Morfolégicamente era similar a Vibrio pero era microaerofilico
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Por todo este estudio se decidi6 clasificarlo dentro del género Spirillum.* 2

El mismo afio, Marshall y Skirrow, acuerdan el nombre de Campylobacter pyloridis
ya que el porcentaje de G+C en su DNA fue de 34% y correspondia al rango normal

de Campylobacter y era excluyente del género Spirillum.?

A partir de esta fecha, estudios mas detallados comprobaron diferencias en la
composicion de acidos grasos, en la secuencia de RNAr, en la presencia de flagelos,
en la produccién de ureasa y en la ausencia de una quinona.*

Posteriormente, en 1987 se le denomind Campylobacter pylori para adaptarse a la
nomenclatura de la época. Finalmente, en 1989 Goodwin lo incluye en el género
Helicobacter, desde entonces se le denomind Helicobacter pylori y se han aislado

distintas especies, de origen géstrico, y no gastrico del hombre y animales.?

1.2 Caracteristicas Generales de la Bacteria.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, curvo o ligeramente espiral, mide
2.5-5 pm de largo y 0.5-1 um de ancho, tiene de 4 a 6 flagelos unipolares de
aproximadamente 2.5 um de largo y 30 nm de espesor lo que le da la propiedad de ser
muy movil (Ver Figura 2 y 3). H. pylori es una bacteria fastidiosa, solo crece en agar
sangre o skirrow, y en medios suplementados con suero, hemina, almidon y sangre de
caballo, ademas crece en una atmdsfera microaerofilica, con aproximadamente 10%

de CO, y a temperaturas de 30 a 37 ° C, aunque su temperatura Optima de
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crecimiento es de 37 ° C. No crece a 25 ni a 42 ° C y en medios solidos forma
colonias pequefias, lisas, translicidas y humedas como “gotitas de roci¢”, midiendo

de 1-2 mm de didmetro (Ver Figura 1).

Es incapaz de crecer en presencia de acidos biliares. Produce enzimas que ayudan a su
identificacién bioguimica como son: ureasa, catalasa y oxidasa; con resistencia al
acido nalidixico. Es fermentador de la D-glucosa y posee enzimas activas
caracteristicas del ciclo

de la urea y puede metabolizar algunos aminoacidos por fermentacion muy similar a

las bacterias anaerobias.’

Cuando se cultiva en medio sélido, las formas espirales son pocas o nulas. Cuenta
con un glicocalix distintivo que mide alrededor de 40 nm de espesor. La pared celular
se encuentra cubierta con subunidades anulares de 12 a 15 nm de didmetro.

Los cultivos prolongados de H. pylori de mas de 12 dias dan origen a la presencia de
formas cocoides, que también aparecen después de exposicidn a oxigeno, son
metabolicamente activas pero no son cultivables in vitro.° Estas formas cocoides al
compararlas con las formas helicoidales tienen menor cantidad de DNA y RNA.’
Incluso se ha reportado que pueden ser un mecanismo de defensa bacteriano,
mediante el cual puede llegar a persistir durante periodos prolongados en el tejido
gastrico.® Por otro lado se asume que estas formas son indicativas de un estado de
latencia que le permite sobrevivir en el ambiente, donde las condiciones no son
favorables para el crecimiento. Para el aislamiento primario o subcultivo de cepas
frescas es necesario didxido de carbono extra, sin embargo en medio sélido esta

dependencia disminuye con pases repetidos.
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La tincion de Gram de las colonias muestra formas curvas o en forma de baston (Ver
figura 2). Si las pruebas bioquimicas primarias dan como resultado catalasa positivo,
oxidasa positivo y ureasa positivo, muy probablemente las colonias son de H. pylori.’
La habilidad de H. pylori para causar la diversidad de enfermedades depende de
factores del hospedero, la bacteria y del ambiente.

Helicobacter pylori ha sido considerado el agente etiopatogénico de la gastritis

cronica, ulcera pépticay del cancer géstrico.

Figura 1. Colonias de H. pylori en cultivo de agar sangre de carnero al 5%. Las colonias de
H. pylori presentan una morfologia caracteristica con aspecto brillante y transparente de 1 a
2mm de didmetro.
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Figura 2. Tincion de Gram de H. pylori a partir de cultivos frescos. H. pylori se observa en
forma de bacilo curvo Gram negativo.

Figura 3. Morfologia de H. pylori al ser observado por microscopia electronica. H. pylori es
un bacilo curvo que mide de 2.5-5 um de largo y 0.5-1 um de ancho, tiene de 4 a 6 flagelos
unipolares lo que le da la propiedad de ser muy mdvil.
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1.3 Taxonomia.

La familia Helicobacteriacea (del grupo helicos espiral y bacitros bacilo), desde la

descripcion

del género el

numero de especies

incluidas ha aumentado

espectacularmente, comprende 23 especies, de las cuales 4 son patdgenas para el

hombre y 2 para animales (gatos, perros y monos).*

Tabla 1. Especies de Helicobacter. Al menos 23 especies de Helicobacter han sido
descritas de una forma vélida, 35 0 MA&s cuya clasificacion no es clara esperan ser

formalmente nombrados. 1% %654
| Especie || Hospedero Il Sitio de infeccién |
H. pylori® Humano Estémago
H.nemestrinae Macaco, hurones Estomago
H.bizzozeronii Perro, humano Estomago
H. heilmannii® Algunos mamiferos Estomago
H. felis P Gato, perro Estémago
H. mustelae.” Hurones, macaco Estomago
H. salomonis Perro, gato Estomago
H. nemestrina Monos Estomago
H.acinonychis Leopardo Estomago
H. rappini Algunos mamiferos Intestino, estomago
H. hepaticus Ratén Intestino, higado
H. bilis Raton, perro, humano Intestino, higado
H. muridarum Raton Estomago, intestino
H. rodentum Ratones y ratas Intestino
H. canis Perro Intestino
H. fennelliae P Humano Intestino
H. pollorum Pollo Intestino
H. pemetensis Aves Intestino
H. cinaedi® Humano Intestino
H. canadensis Humanos, pollos Intestino
H. cholecystus Hamster Intestino
H. trogontum Ratas Intestino
H. westmeadii Humanos Intestino
p= patdgeno
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1.4 Genoma de la bacteria.

Helicobacter pylori es ha encontrado en momias egipcias y peruanas, lo que hace
pensar que probablemente se ha hospedado en el estdmago del humano desde hace
10 millones de afios, cuando el tronco comdn del hombre africano ain no se habia
escindido en sus dos ramas (occidental y oriental). Esto indica, la bacteria exhibe una
gran diversidad genética y una evolucién diferente del genoma del H. pylori en cada

una de estas dos ramas y por tanto una patogenicidad diferente de las cepas actuales.?

El genoma de H. pylori esta constituido por un solo cromosoma circular de 1.6-1.7
Mb. EI 40% de los aislados tienen plasmidos de 1.5-40 Kb que no han sido
reconocidos como factores de virulencia."® Los aislados de H. pylori generalmente
muestran secuencias genomicas muy conservadas pero llegan a presentar un cierto
rango de variabilidad genética (3-7%) en el que existen cambios en las secuencias de
nucleétidos; la variabilidad en el orden de los genes es una caracteristica Gnica de H.
pylori dentro del grupo de bacterias G (-).**

Se desconoce el mecanismo que provoca alteraciones en la organizacion de los genes,
pero se sospecha que se pueden dar por transformacion, ya que se realizan
reacomodos geneéticos rapidos dentro de la bacteria, por recombinacion entre las
mismas cepas de H. pylori.

Una caracteristica importante es la presencia de dos secuencias diferentes de insercion
0 transposones (I1S605 y 1S606), una de ellas (IS605) se ha relacionado a genes de

virulencia encontrandose en cepas de referencia.** 3
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Actualmente investigadores han podido secuenciar el genoma completo de dos cepas
de H. pylori: la cepa 26695 que fue aislada en el Reino Unido en 1987 de un paciente
con gastritis y la cepa J99 aislada en Estados Unidos en 1994 de un paciente con

Glcera duodenal.®® (Ver Figura 4)
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Figura 4. Representacion gréafica del primer genoma (26695) secuenciado de H. pylori.*
Tanto la cepa 26695 como la J99 son usadas como controles para la técnica de PCR.
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1.5 Factores de Patogenicidad.

Se han descrito varios factores patogénicos de H. pylori, algunos de los cuales son

caracteristicos de la especie y otros de presencia variable.
Factores caracteristicos de la especie:

1) Estructura espiral. La propia estructura de la bacteria le permite introducirse a
través de la capa de moco gastrico actuando de forma similar a un sacacorchos y

favoreciendo el acercamiento a las células epiteliales géstricas.™

2) Flagelos. H. pylori posee de 4 a 6 flagelos unipolares confiriéndole una gran
movilidad, que le permiten llegar a la mucosa y no ser eliminados por los mecanismos

de defensa del huésped.'®

3) Adhesinas. Son proteinas de membrana externa, reconocen de forma especifica a
los receptores sobre la superficie de la mucosa gastrica y se unen a ellos comenzando
la colonizacion bacteriana. Las adhesinas de H. pylori estan constituidas por una
hemaglutinina, con una estructura de tipo afrimbial y un diametro de 2 nm. En
general, la adhesion es ventajosa para la supervivencia del patégeno y para favorecer

la liberacién de las toxinas directamente sobre las células epiteliales.>

4) Ureasa. La ureasa es una enzima producida en grandes cantidades por H. pylori,
es esencial para la colonizacion de la mucosa gastrica, esta formada por dos

subunidades UreA'y UreB (de 27 y 60 KD respectivamente); la enzima transforma la
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urea en amonio y CO, (Ver figura 5) Este amonio produce un microambiente alcalino
alrededor de la bacteria que le permite neutralizar la acidez gastrica. Ademas, el
amonio puede ser precursor de la sintesis proteica de algunas adhesinas de la propia
bacteria.

La ureasa puede encontrarse dentro de su citoplasma como en su superficie. Esta
doble localizacidn se asocia a las multiples funciones de la enzima, como proteger a la
bacteria de la acidez, funcionar como factor de adhesion, activar fagocitos para
producir citocinas inflamatorias, inducir efectos toxicos en las células epiteliales
gastricas y dafiar DNA celular. La hidrolisis de la urea tiene efectos en las células de
la mucosa gastrica que pueden llevar a la formacion de Ulceras. El dafio inducido a la
mucosa por la ureasa puede estar ligado a la habilidad del amoniaco a inducir la

formacion de vacuolas en el citoplasma de células in vitro.?

C=0 (NH)2 + H" + 2H,0 =22, HCO; + 2 NH,'

Figura 5. Hidrdlisis de la urea: la enzima ureasa transforma la urea en amonio y
dioxido de carbono.

5) Otras enzimas. H. pylori segrega ademas mucinas, proteasas, fosfolipasa A,
citotoxinas como interleucinas (IL) y hemolisinas, que permiten producir dafio a la
mucosa gastrica, propiciar la perdida de hidrofobicidad en la mucosa y posiblemente

disminuir la capacidad de las células para secretar moco. También H. pylori produce
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catalasa y superdxido dismutasa (SOD), que constituyen una linea de defensa de la

bacteria ante la accién de los leucocitos y polimorfonucleares activados.™

6) Lipopolisacarido (LPS). Es el principal componente de membrana externa, tiene
poca actividad inmunoldgica. Permite prolongar la infeccién, contribuye a la
inflamacidn crénica y tiene un papel importante en las respuestas autoinmunes en la
mucosa gastrica. La estructura del antigeno O especifico en diferentes cepas es similar
a los antigenos de grupo sanguineo Lewis y que se expresan en la mucosa géstrica
humana normal. Este parecido molecular puede ser causa de la formacion de algunos
autoanticuerpos inducidos por H. pylori, que llevan al desarrollo de gastritis atrofica.
Los antigenos Lewis se expresan mas frecuentemente en las cepas cagA positivas que

en las cagA negativas."’

7) Alcohol deshidrogenasa (ADH). Permite producir energia bajo condiciones
anaerdbias. También participa en la transformacion de etanol a acetaldehido; de esta
forma el acetaldehido puede acumularse en el tejido gastrico y causar dafio,

promoviendo la erosién y ulceracion de la mucosa.>

8) Proteinas de Choque Térmico (Hps). Actlan como proteinas acompafantes

aumentando la actividad de la ureasa.®

9) Toxina Vacuolizante (VacA). Es una proteina que induce la formacion de
vacuolas acidas en el citoplasma de las celulas, por lo que también se le conoce como
citotoxina.

Codificada por el gen vacA que esta presente en todas las cepas de H. pylori, pero
solo el 50% expresa la forma activa.
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Es sintetizada como una protoxina asociada a la membrana externa. Esta toxina de
aproximadamente 87 KDa es antigénica y se han detectado anticuerpos neutralizantes
en los individuos infectados.”®  El gen vacA presenta variacién alélica en dos
regiones del gen: en la region sefal (S) y en la region media (m). En cepas estudiadas
en Estados Unidos se encontro que en la region sefial de vacA presenta 3 alelos: sla,
slb y s2 y posibles alelos en la regién media: m1 y m2. Las posibles combinaciones
del genotipo son: (1) s2m2, codifica una forma no vacuolizante de VacA; (2) sim2
codifica una forma de toxina que induce vacuolizacion de manera limitada; y (3)
s1m1 codifican la forma més toxica de VacA.?

Los alelos s1 y m1 de vacA se han asociado a Ulcera péptica y a atrofia de la mucuosa
géstrica, asi como a una mayor actividad inflamatoria. Mientras que los alelos s2 y
m2 no presentan esta asociacion. '

En todas partes del mundo, los genotipos vacA/cagA positivos se asocian a Ulceras

pépticas.’®

10) CagA. CagA es una proteina de membrana externa, asi como un importante
antigeno inmunodominante que al parecer se expresa en funcion de las condiciones de
pH del medio.

Tiene un peso molecular de aproximadamente 120 a 140 KDa. Esta proteina es
inyectada en las células epiteliales y translocada al citosol, mediada por el sistema de
secrecion tipo IV, en el citosol es fosforilada por una cinasa del hospedero,
posteriormente ocurre la polimerizacion de actina ocasionando la formacion de
pedestales y favoreciendo la union de la bacteria con la célula hospedera. La
presencia de esta proteina influye en la respuesta inflamatoria y aumenta la secrecion

de IL-8 por células epiteliales.
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La proteina CagA es codificada por el gen cagA, localizado en una Isla de
Patogenicidad (cag PAI). La estructura del gen cagA contiene una regién altamente
conservada que se encuentra en el extremo 5” y una region variable en el extremo 3.
Este gen ha tomado importancia debido a que se ha utilizado para la tipificacion de
cepas de H. pylori, sobre todo por tratarse de un marcador de riesgo de Ulcera

gastrica.

Diversos estudios muestran que cepas que expresan este subgrupo de factores de
virulencia estdn mas asociadas con enfermedades gastroduodenales. En la actualidad
se sabe que cepas cagA + tienen mayor densidad bacteriana en el antro, son mas
patdgenas e incrementan el riesgo a desarrollar gastritis atrofica, Glcera duodenal,
metaplasia y cancer gastrico, comparadas con las cepas cagA -.%

El 60% de las cepas de Helicobacter pylori producen esta proteina y su presencia se
correlaciona con la expresion de la toxina vacuolizante.® La respuesta serolégica a
CagA ha sido detectada en el 80 al 100% de los adultos con Ulcera duodenal
infectados con H. pylori, comparado con 60 a 63% de personas con gastritis e
infectados asintomético.?®

En nifios se desconoce la frecuencia de respuesta a esta proteina.

11) Isla de patogenicidad cagA (cag PAI). Se conoce como Isla de Patogenicidad a
los segmentos discretos e inestables de DNA presentes en especies patogenas, estos
segmentos a su vez codifican para proteinas que pueden contribuir a la colonizacion y
desarrollo de enfermedad.?* Estos fragmentos de DNA solo se presentan en bacterias
Gram (-) adquiriendose por transmision horizontal.

Censini y cols.”® sugieren que H .pylori contiene un fragmento de DNA extrafio de
alrededor de 40 KB derivado posiblemente de un plasmido o un fago al cual se le ha

denominado Isla de Patogenicidad (cag PAI ), Gnico en cepas cagA + (cepas tipo I)
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que probablemente fue adquirido horizontalmente e integrado al cromosoma .> %

En algunas cepas cag PAI se ha clasificado en dos regiones por un segmento de
insercién o transposon Ilamado 1S605 (Ver figura 6):
a) Region cag | (region derecha)

b) Region cag Il (regién izquierda) *°

Dentro de la region cag | se localizan aproximadamente 15 genes llamados: cagA,
cagB, cagC, cagD, cagE (picB), cagF, cagG, cagH, cagl, cagL, cagM, cagN, cagO,
cagP, cagQ. Dentro de la region cagA Il se localizan por lo menos 16 genes
Ilamados: cagS, cagT, cagl8, cagl7, cagl6, caglb, cagl4, cagl3, cagl2, cagll,
cagl0, cag9, cag8, cag7, cagb, y cagA5.%

Isla de Patogenicidad
(cag PA))

grl

Isla de Patogenicidad (cag PAI)

EN I CEEEIP PPt te—)
SE7BQ 1 MIZ 12 14 151617001 ajurvm d LI HGF E DCE A

WE

-
IS E05

Figura 6. Estructura general de la Isla de Patogenicidad (cag PAI) dentro del genoma
bacteriano.

El tamafio de cagA Il es de aproximadamente 21 Kb.
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12) BabA2 (Blood group Antigen Binding Adhesin). Estudios recientes han
mostrado evidencia que factores de adherencia pueden contribuir a la patogenicidad
de H. pylori, el antigeno de tipo sanguineo ligado a adhesina (BabA) ha mostrado ser
el mediador de adherencia de la bacteria a antigenos de grupo sanguineo humano en
células gastricas epiteliales. Es un factor de adherencia que no se encuentra en todas
las cepas, se asocia a cepas de mayor virulencia sugiriendo ser esenciales para la

colonizacion.?’

Este gen existe en tres formas alélicas (babAl, babA2 y babB). Solo el gen babA2 ha
sido funcionalmente activo permitiendo la adhesién a las células hospederas. Por otro
lado, el alelo babA2, ademas parece guardar una fuerte correlacion con vacA sly
cagA + y a su vez con casos de Ulcera péptica, cancer gastrico y adenocarcinoma.’
Sin embargo, la importancia de H. pylori y sus factores de adherencia para la
transformacion de células gastricas epiteliales, grado de inflamacidon, metaplasia
intestinal esta pobremente entendido.?’
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1.6 Epidemiologia.

La infeccion por H. pylori, es un problema de salud mundial, el 70-90% de la
poblacion mundial esta infectada, pero la mayoria cursa la enfermedad de manera
asintomatica. Helicobacter presenta un peculiar modelo de infeccién de bajo ruido y
prolongado, que suele extenderse durante toda la vida. La infeccion bacteriana es
endémica y de caracter cosmopolita. La infeccion se adquiere la mayoria de las veces
durante la infancia alrededor de la edad de 10 afios.

En los paises en vias de desarrollo la infeccion se adquiere tempranamente; a los
cinco afios, mas de 20 % de los nifios estan infectados (pudiendo incrementarse hasta
un 30-40% en los grupos de bajo nivel socioeconémico) y a los 20 afios cerca de 80
%. EI patron es diferente en los paises desarrollados, la infeccion es rara durante la

nifiez y aumentando con la edad el nimero de infecciones.”

En un estudio epidemiologico realizado en México (1998) se encontré que el 20% de
los nifios menores de 1 afio estan infectados; a los 10 afios el 50% y a los 25 el 80%

de la poblacién mexicana esta infectada.*’

a) Factores Predisponentes a la Infeccién por H. pylori.

1) Edad.

2) Bajo nivel socioecondémico.

3) Hacinamiento.

4) Falta de higiene.

5) Malos habitos alimenticios (fumar, estrés, alcohol).
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6) Factores genéticos que determinan la interaccion huésped-bacteria.
7) Enfermedades que disminuyen la secrecidn acida.
8) Regidn geografica.

b) Transmision.

El mecanismo de transmision de la infeccion por H. Pylori no ha sido del todo
entendido. Se ha establecido que la adquisicion de la bacteria, ocurre por un contacto
cerrado con individuos infectados durante la nifiez temprana. Por tal motivo las rutas
de infeccion han sido ampliamente hipotetizadas y actualmente se acepta que la

infeccion se transmite de tres maneras: °

b.1) Via oral-oral. Debido a que H. pylori es removida de la mucosa gastrica se
pueden reencontrar en jugo gastrico Yy alcanzar la cavidad oral. La bacteria ha sido
aislada de saliva, lengua, paladar, cavidad oral y placa dental; considerandose esta

Gltima como un potencial reservorio.

b.2) Via fecal-oral. . Esta via es la mas importante debido a que se ha podido
identificar en heces de nifios y de pacientes adultos infectados. La bacteria es
removida de la mucosa gastrica y eliminada por intestino sobreviviendo en heces y
contaminando el ambiente.

Estudios en aguas de rios y lagos han propuesto que es la principal fuente de infeccion

por contaminacion de las heces.
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b.3) Via iatrogénica. Es poco frecuente la transmisién por medio de los tubos de
endoscopia y sondas contaminadas que han estado en contacto con vémito o
contenido gastrico de pacientes infectados, introduciéndolos en una persona sana.
Este problema es ocupacional por mala desinfeccién del material.

Se ha desechado la posibilidad de reservorios animales para la bacteria lo que lleva a

decir que no existe una zoonosis.> ® 28

1.7 Manifestaciones Clinico Patologicas.

a) Gastritis Superficial. Todos los individuos infectados por H. pylori desarrollan
un proceso de inflamacion. La gastritis es la inflamacion de la mucosa géstrica con
alteraciones en la estructura glandular; asociada al 90-95% de los pacientes infectados
por H. pylori.?®

Una vez que la bacteria coloniza el epitelio produce diferentes factores que inducen la
liberacion de 1L-8 por células epiteliales. El incremento de la secrecién de IL-8 y la
respuesta de IgM contra H. pylori son las primeras sefiales de una respuesta
inflamatoria. Esta respuesta inflamatoria provoca cambios importantes en la fisiologia

del estomago y duodeno, por dafio directo a células.

b) Gastritis Crénica Atrofica. La gastritis aguda puede evolucionar a gastritis
cronica atréfica; en el caso de una inflamacidn cronica de la mucosa gastrica se
despierta una respuesta inmune celular de tipo CD4 y CD8, también se despierta una
respuesta de IgA especifica contra H. pylori que impide la adherencia bacteriana y

una respuesta 1gG sistémica.
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Pacientes con gastritis predominantemente antral tienden a tener una secrecion alta de
acido y presentan un mayor riesgo de desarrollar Glcera duodenal.

Tanto gastrina como histamina activan a células parietales para que produzcan mas
acido. El exceso de acido llega al duodeno donde neutraliza las sales biliares que
normalmente inhiben a H. pylori; la elevada cantidad de acido induce metaplasia
gastrica en duodeno.

H. pylori coloniza este tejido metaplasico e induce inflamacion en el duodeno. La
inflamacién y exceso de acido dafian la integridad de la mucosa duodenal y favorecen

el desarrollo de Glcera duodenal.’

¢) Ulcera duodenal. La ulcera es la formacion de hoyos en la mucosa gastrica,
ocasionada por el uso de NSAID y por la infeccién con H. pylori.®® *** Es una
enfermedad de origen multifactorial, caracterizada por la pérdida de mucus en
regiones de la mucosa del tracto digestivo expuestas a la accion del acido clorhidrico.
Algunos estudios muestran que en pacientes con Ulcera duodenal causada por H
pylori un tratamiento adecuado lleva a la cicatrizacion de Ulcera, incremento de
células D y de somatostatina, resoluciéon de la inflamacion, niveles normales de
gastrina y reduccion de recaidas. Por el contrario pacientes con gastritis en el cuerpo
tienden a tener concentraciones bajas de acido tienden a desarrollar atrofia gastrica,
progresar a Ulcera gastrica 0 a cancer gastrico.

Una baja concentracion de acido originado por una gastritis crénica prolongada y el
dafio ocasionado por una constante inflamacion favorecen la metaplasia intestinal y
esta a su vez la displasia; una vez que se desarrolla la displasia, el desarrollo de

cancer gastrico es muy probable.
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d) Cancer Gastrico. El céancer gastrico esta asociado al desarrollo de tejido
metaplasico y a displasia causados por H. pylori, este ya no es capaz de colonizar
tejidos cancerosos debido a que la estructura del epitelio ya no es ideal para la
colonizacién de la bacteria. En 1994 la OMS clasificé a H. pylori como carcin6geno

de categoria 1.2° %

1.8 Diagnéstico.

Las pruebas de diagnostico para la deteccion de H. pylori se clasifican en:

a) Invasivas. Verifican directamente la presencia de la bacteria, empleando biopsias

gastricas tomadas por endoscopia

a.1) Histologia. Se hace cortes histoldgicos de la biopsia, se observa con tincion de
Hematoxilina-Eosina, Warthin Starry, Giemsa y Genta.

Ventaja: ofrece informacion en cuanto a la inflamacion, presencia de atrofia,
metaplasia, displasia. Bajo costo, método facil de realizar

Desventajas: obtencion de resultados falsos negativos por la mala toma de muestra, la
distribucion de H. pylori vy falsos positivos por la presencia de precipitados de

colorante.> 8 %3

a.2) Cultivo. Inocular biopsia en menos de dos horas, homogenizar y sembrar en un
medio gelosa agar sangre con y sin antibidtico e incubar (5-10 % de CO, 37° C).
Identificar por tincién de Gram vy pruebas bioguimicas. Es considerado como el
“estandar de oro”.

Ventajas: altamente especifica, determina su susceptibilidad antimicrobiana.
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Desventajas: costoso, dificil de realizar, resultados falsos negativos por el medio

transporte inadecuado y por una mala toma de muestra.”

a.3) Test Rapido de la Ureasa. Se basa en la actividad de la urea producida por H.
pylori en el estdmago la cual hidroliza la urea en amonio y CO,, el amonio eleva el pH
dando el vire del reactivo indicador.

Ventajas: la prueba es rapida, sensible y especifica, la prueba esta disponible en varias
marcas comerciales o se puede preparar en el laboratorio.

Desventajas: se requiere de endoscopia, ademas de un gran nimero de bacterias. >

a.4) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se basa en el analisis de una
secuencia especifica de DNA de H. pylori, utilizando oligonucleétidos iniciadores de
genes que son conservados en todas las cepas. Se ha transformado en el método
estandar para la deteccion de material genético

Ventajas: rapida, sensible y especifica

Desventaja: precio elevado.?

b) No invasivas. No se requiere de endoscopia, son mas econémicos. Evidencian

directamente la infeccién (a excepcion de deteccion de antigenos en heces).”

b.1) Ensayo Inmunoenzimatico para Deteccion de Antigenos en Heces (EIA). Se
basa en la deteccion directa de antigenos de H. pylori en heces de pacientes
pediatricos con infeccion activa.

Ventajas: método simple, no requiere personal ni equipo especializado.*
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b.2) Prueba de Aliento de la Ureasa (PAU). Se basa en la presencia de grandes
cantidades de ureasa producida por H. pylori. Se toman dos muestras de aliento la
primera antes de ingerir urea marcada con C** o C* y la segunda después de la
ingestion. Se monitorea la liberacién de CO, marcado con C* durante la expiracion.
Ventaja: rapida y sensible

Desventaja: falsos positivos si el paciente tomo algtn antibiético.™

b.3) Serologia.  Deteccion de anticuerpos especifico mediante un ensayo
inmunoenzimatico en placa (ELISA). La prueba indica titulos elevados de IgM e IgA
infeccion inicial o activa por H. pylori, mientras que niveles elevados de IgG pueden
indicar infeccion activa o resuelta.

Ventaja: sensible, especifica, rapida, facil de realizar, no requiere de endoscopia.

Desventaja: funciona mejor en adultos que en nifios.® >

Tabla 2. Sensibilidad y Especificidad de Pruebas Diagnosticas para la deteccion de
infeccion por H. pylori

Prueba Sensibilidad Especificidad
. Histologia 93-98 % 95-98 %
. Cultivo 77-95% 100 %
e  Prueba Réapida de la Ureasa 89-98% 93-98 %
e Prueba de Aliento de la Ureasa 90-95% 90-95 %
o Serologia 88-95% 86-95 %
. PCR 85-96% 90-100 %
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1.9 Tratamiento.

El tratamiento de eleccion para la infeccion por H. pylori es la terapia triple que
consiste en la combinacion de dos antibidticos efectivos como amoxicilina,
tetraciclina, metronidazol, o claritromicina, con ranitidina-bismuto, subsalicilato de
bismuto o un inhibidor de la bomba de protones como omeprazol, lanzoprazol,

pantoprazol o rabeprazol, durante 10 a 14 dias.

Las tasas de erradicacion estan entre el 64% y el 94%, debido a las diferentes
sensibilidades de las regiones que hacen que el tratamiento de eleccién pueda variar
de una parte del mundo a otra. Ademas se ha reportado que las tasas de erradicacion
han venido disminuyendo en la combinacion con metronidazol, debido a la aparicion
de cepas de H. pylori resistentes ha dicho farmaco, llegando a cifras de mas del 70%
en algunos paises como China.> *°

En cuanto a la claritromicina, la resistencia reportada ha sido muy variada en el
mundo, lo cual esta asociado, al amplio uso de este antibidtico en el tratamiento de
infecciones respiratorias en algunas ciudades. Sin embargo, se ha alcanzado elevadas

tasas de erradicacion con el esquema: claritromicina, amoxicilina y omeprazol.*®

Por otro lado, la resistencia del microorganismo y el no cumplimiento del tratamiento
por parte de los pacientes, suelen ser las dos causas mas frecuentes de fracaso
terapéutico. En general, las pautas con tres farmacos presentan mejores tasas de
erradicacion que aquellas con dos, ademas, tratamientos mas prolongados (14 dias)

muestran mejores tasas de erradicacion.™
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2. JUSTIFICACION

La creciente prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en paises en vias de
desarrollo como México, en donde la infeccién se adquiere en la mayoria de los casos
en la infancia, ha estimulado el esfuerzo de investigadores por determinar la presencia
de genes tales como cagA y babA2 relacionados con la virulencia de la bacteria,
asociada con enfermedades gastroduodenales.

Sin embargo, la importancia de la presencia de los genes cagA y babA2 en cepas de
H. pylori en pacientes con enfermedades gastroduodenales alin no se conoce en
México y no se sabe si dichos genes estan presentes en cepas de pacientes con
enfermedades gastroduodenales o con que frecuencia se relacionan a las patologias.
Por tal motivo este estudio pretende relacionar los factores de patogenicidad (cagA y
babA2) con la gastritis, gastritis crénica atrofica, metaplasia intestinal, displasia
gastrica, cancer gastrico y Ulcera duodenal en pacientes mexicanos, lo que permitira

un entendimiento mas claro del comportamiento de la bacteria en el humano.
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3. HIPOTESIS

Si la frecuencia de los genes cagA y babA2 aumenta el grado de virulencia entonces la
frecuencia de los genes sera mayor en pacientes con metaplasia, displasia, cancer

gastrico y ulcera duodenal que en los pacientes con gastritis.

25




OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

4.1) Objetivo General.

Genotipificar los genes cagA y babA2 asociados a virulencia en cepas de

Helicobacter pylori de pacientes con diferentes enfermedades gastroduodenales.

4.2) Objetivos particulares.

1.- Determinar la presencia del gen cagA en cepas de H. pylori de pacientes con
gastritis, gastritis crénica atréfica, metaplasia intestinal, displasia gastrica, cancer

gastrico y ulcera duodenal.

2.- Determinar la presencia del gen babA2 en cepas de H. pylori de pacientes con
diferentes enfermedades gastroduodenales mencionadas en el objetivo anterior.

3.- Relacionar la presencia de los genes cagA y babA2 con la presencia de

enfermedad gastroduodenal.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Muestras Biologicas.

Se tomaron muestras de biopsia de pacientes con enfermedad gastroduodenal en el
Hospital General de México del Seguro Social y en el Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se incluyeron pacientes mayores de 30 afios de
edad, con diagnostico clinico inicial de enfermedad gastroduodenal; en un periodo
comprendido entre el 1° de octubre de 1999 a julio del 2002.

Un numero de 100 sujetos por cada categoria de diagndéstico, fueron reclutados en las
clinicas, para la obtencion de biopsias gastricas de antro (s3) y cuerpo (s4) (Ver figura
7). Realizandose un cultivo de las mismas, para el aislamiento e identificacion de

cepas de H. pylori.

Fondo del estbmago

Piloro Antro del estbmago Cuerpo del estomago
(S3) (S4)

Figura 7. Localizacion del estdbmago en el cuerpo humano. Se observa cada una de las partes

en las que se divide el estdbmago para fines de estudio.
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5.2 Material
e Tubos eppendorf de 1.9 y 0.5 ml

(ELKAY Products, Inc.)

e Homogenizadores de vidrio con
pistilo de vidrio esmerilado.

e Cajas petri de plastico desechables
(100 x 15 mm de dm.)

e Puntas estériles con y sin filtro de 10,
200 y 1000 pl (Labsystems).

e Micropipetas de 0.5-10ul, 5-40pl,
20-200ul 'y de 200-1000 pl).
(Finnpipette)

e Asas bacterioldgicas estériles
desechables.

e Palillos de madera estériles.

5.3Equipos

e Estufa de CO, (CO, Water — Jacketed
Incubator, AIRE tm US Autoflow,
NUAIRE).

e Refrigerador de —20° C (Isotemp,
Fisher Scientific).

o Refrigerador de —70° C (Freezer,
Forma Scientific).

e Microcentrifuga (biofuge Heraeus)

e Campana de Flujo Laminar
(Biological Safety Cabinets,
NUAIRE).

e Crioviales estériles de 2 ml con tapon
de rosca.

e Celdas de cuarzo.

e Gradillas.

e Tubos estériles para PCR de 0.2 ml
(PCR-0OsD-Y, Axygen Scientific).

e Guantes de Nitrilo (GENSKIN)

e Hielo seco

e Placa para ELISA

e Probeta 50 ml. Y 100 ml.

e Espectrofotometro. (Jenway Genova)

e Procesador de imagenes para observar
los geles (Documentador de Geles
Genegenius, Syngene. Syngene,
Synoptics. LTD).

e Termociclador (GeneAmp* PCR
Systems 9700, PE Applied
Biosystems)

e Termociclador (flexigene)

e Camara de Electroforesis Horizontal
(DNA sub Cell, BIO-RAD)
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5. 4 Reactivos

e Solucidn Salina Fisiologica estéril
e Glicerol (SIGMA).

e Agar gelosa sangre de carnero 5%
(BBL Becton Dickinson).

e Agar gelosa sangre de carnero 5%
con antibioticos. (ver anexo)

e Colorantes para la tincion de
Gram (SIGMA): Cristal violeta,
Safranina, Alcohol- Acetona, Yodo.
¢ Reactivo de Ureasa. (ver anexo)

e Test oxidasa (BBLD, Slide,
Becton Dickinson)

e Caldo brucella (DIFCO).

e Buffer Tris 100 mM - EDTA
1mM (TE).

e Cloroformo al 99.9% (SIGMA-
ALDRICH).

e Isopropanol (MERCK)

e Acetato de Sodio 3 M (SIGMA).

o Buffer de PCR 10x sin Cloruro de
Magnesio (Invitrogen).

e Cloruro de Magnesio 50 mM

(Invitrogen)

e Bromuro de Etidio 10 mg/mi
(SIGMA). (Ver anexo)

e Solucion de Lisis Nucle6tidos

e Buffer TAE 1X (Ver anexo)

o Buffer Tris — Acido Acético —
EDTA 0.5 M pH 8 (TAE)

¢ dNTP’s (GIBCO BRL, Life
Technologies). (Ver anexo)

e Tag DNA polimerasa
recombinante (Invitrogen).

e Marcador molecular de 1 Kb
(GIBCO BRL, Life Technologies).
(Ver anexo)

e Buffer de corrimiento (Loadding
buffer 6x). (Ver anexo)

e Solucion de Precipitacion de
Proteinas

e RNAasas (20mg/ml)

e Iniciadores o primers especificos
(Invitrogen). (Ver tabla 3)

e TE 1X
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Tabla 3. Secuencia de los primers utilizados para la genotipificacién de genes.*® *°

Gen Primers Secuencia de nucledtidos Tamaiio del
producto
UreC 296
F 5" GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG3’
R 5GCTTACTTTCTAACACTAACGCGCY
cagA 349
F1 5"GATAACAGGCAAGCTTTTTGAGG?3’
Bl 5 CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG?3
cagPAl 360
2 5" ACATTTTGGCTAAATAAACGCTG3’
25 5 TCATGCGAGCGGCGATGTG3
babA2 811
babA2F | 5 AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAAT
babA2R 5TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACAY
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5. 5 Metodologia

Figura 8.- El diagrama muestra el procedimiento para el aislamiento,
identificacion y conservacion de H. pylori, en muestras bioldgicas de pacientes
con enfermedad gastroduodenal.

Muestras Biolégicas

gastroduodenal por endoscopia

Obtencion de biopsias de antro y cuerpo de pacientes con enfermedad

Biopsia Identiﬁcaci(t)n
de H pylori
Homogenizacion
de biopsias con SSF esteril Colonial Microscopica || Bioquimica
. . Tincion de Gram
Sembrar Colonias translucidas (bacilos G () Oxidasa +
En medio agar sangre y brillosas, 1-2 mm de curvos) Catalasa +
5% con 'y sin diametro Ureasa +
antibiéticos
Incubar
De 5-7 dias en condiciones Conservacién
microaerofilicas (10% CO,)
Picar colonias Biobsias Cosechar
De 8-10 colonias por cada El crecimiento
paciente de las placas
Almacenar en 1 ml
de Caldo Brucella
Propagar glicerol al 15% y 1ml SSF
A 3 placas de agar sangre con y congelara-70°C |

sin antibidtico e incubar bajo las
mismas condiciones

Extraccion de DNA
(método Wizard)
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Figura 9.- Cuantificacion y Determinacion de los genes UreC, cagA, babA2 y
de H. pylori, asociados a patogenicidad mediante la técnica de PCR.

cagPAl

Extraccion de DNA

Cuantificacion de DNA
(Espectrofotometria)

PCR especifico

PCR

para UreC

Confirmacion de cepas de H. pylori

babA2 9
| |
Negativo Positivo Negativo Pasitivo
PCR para cagPAlI
Positivo Negativo

Presencia de cagPAl

Ausencia de cagPAl

Electroforesis

(Gel de agarosa al 1%)
Tincion con bromuro de etidio

Observacion

de productos con luz UV en Syngene
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5.5.1) Procesamiento de Muestras Biologicas (cultivo e identificacién). >

1. Las biopsias se transportaron en 1 ml de S.S. esteril. al 0.9% en hielo para ser
procesadas.

2. Dos biopsias (1 de antro y 1 de cuerpo) se congelaron a —70° C en 500 ul de S.S.F.
con glicerol para su conservacion.

3. Una biopsia de antro y una de cuerpo se homogeneizaron con 200 pl de S.S.F. Se
homogenizo el tiempo necesario para disgregar el tejido y no dafiar a la bacteria.

4. Se sembraron 50 pl del homogeneizado en dos placas de agar sangre de carnero al
5% (con y sin antibiotico), dispersando el homogeneizado por rotacion de la placa.
NOTA: este paso se llevo a cabo en campana de flujo laminar.

5. Las placas se incubaron en atmosfera microaerofilica con Campy pack a 37° C en
una incubadora de 9% de CO; durante 5- 7 dias.

6. Se picaron alrededor de 8 colonias y se sembraron en placas de agar sangre sin
antibiotico. Las placas se incubaron bajo las mismas condiciones.

7. Posteriormente se propagd el crecimiento de la placa a 3 placas de agar sangre sin
antibidtico y se incubaron.

8. Los cultivos se identificaron por microscopia (tincion de Gram) y pruebas
bioquimicas (ureasa, oxidasa y catalasa positivas)

9. Todo el crecimiento de las placas se recolectd con hisopos de algodon estériles:

10. PLACA 1.- El crecimiento se resuspendio en 1 ml de S.S.F.

11. PLACA 2y 3.- El crecimiento se resuspendio en 1 ml de caldo brucella glicerol al

15% para congelarlaa -70° C.
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5.5.2) Descongelacion de muestras.

a) Mantener los criétubos en hielo seco

b) Raspar con una punta estéril, depositando el in6culo en medio de gelosa agar
sangre (cony sin antibiotico).

c) Incubar en estufa de CO, a 37° C de 3 a5 dias

d) Regresar los criotubos al congelador de -70° C lo mas pronto posible.

5.5.3) Extraccion de DNA®

A partir del crecimiento cosechado se realiza la extraccion de DNA H. pylori por el

método Wizard Genomic prep.

1) Centrifugar la muestra en solucion Salina Fisioldgica estéril a 13,000-16,0009 /
3min a temperatura de 17° C. Para la obtencion de células

2) Decantar, retirando con una micropipeta lo mas que se pueda hasta quedar
solamente la pastilla.

3) Agregar 600 pl de Solucion de Lisis de Acidos Nucledtidos. Mezclar por
inmersion, homogeneizando lo mejor posible.

4) Incubar a 80° C/5min para lisar las células.

5) Agregar 1.2ul de RNAasas (10mg/ml), mezclar por inversién aproximadamente 25
veces. Es importante que esta enzima siempre este en el congelador de -20 ° C o0 en
hielo al usarla.

6) Incubar a 37° /40min.

7) Agregar 200 pl de solucidn precipitacion de proteinas.

8) Homogeneizar vigorosamente utilizando el vortex por 20 seg.
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9) Colocar en hielo por 20 min., mientras se etiquetan nuevos tubos.

10) Centrifugar a 13,000-16,000g / 6min a temperatura de 17° C

11) Agregar 600 pl de Isopropanol a cada tubo etiquetado anteriormente

12) Una vez que se terminaron de centrifugar las muestras, se toma con una
micropipeta el sobrenadante teniendo cuidado de no tocar la pastilla y se coloca en los
tubos con Isopropanol.

13) Invertir hasta observar hebras blancas que indican la presencia de DNA

14) Incubar a -20° C por 1 dia

15) Centrifugar a 13,000-16,000g / 10min para que se precipite el DNA

16) Retirar el sobrenadante.

17) Lavar: Agregar 600mcl de etanol al 70% vy centrifugar a 13,000-16,000g / 3min,
decantar y repetir 3 veces este procedimiento.

18) Incubar 37° C / 90min, los tubos deben permanecer abiertos. Para evitar
contaminacion cubrir los tubos con aluminio.

19) Agregar 150 pl de soluciéon TE a cada tubo para rehidratar, dejandolos reposar

hasta el dia siguiente a una temperatura de 4° C.

5.5.4) Cuantificacion de DNA. *°

a) Diluir el DNA 1/10 con TE o con agua desionizada.

b) Leer en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 260 (DNA).

c¢) De acuerdo a la concentracién de DNA stock, se debe ajustar la

concentracion a 50ng/ml — 100ng/ml.
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5.5.5) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).>*>°

Se prepararon alicuotas de trabajo a una concentracion de 80 - 100ng/ml de DNA para

el desarrollo de la técnica.

a) Se seleccionaron por grupo los DNA"s de cada paciente para realizar PCR’s

especificos

b) Se identificaron cada uno de los tubos de reaccion para el PCR incluyendo

controles positivo, negativo y blanco de reaccién para cada ensayo.

c) Se prepard la mezcla de reaccion para los PCR’s en frio (hielo) (Tablas 4y 5). El

volumen de cada reactivo se multiplicé por el nimero de tubos totales adicionando un

tubo extra.

Tabla 4. Mezcla maestra para cagA y cagPAl

58,59

REACTIVOS VOLUMEN POR TUBO
Agua inyectable estéril 18.0 pl
Buffer de PCR 10x s/MgCl, 2.5 ul
Mezcla de NTP’s 10 mM 2.5l
Cloruro de Magnesio 50 mM 75l
Mezcla de primers c/u 1.0 pl
Taq DNA polimerasa (5U/mcl) 25 ul

Tabla 5. Mezcla maestra para babA2 *®

REACTIVOS VOLUMEN POR TUBO
Agua inyectable estéril 18.0
Buffer de PCR 10x s/MgCl, 2.5 ul
Mezcla de dNTP"s 10 mM 0.5 ul
Cloruro de Magnesio 50 mM 75 ul
Mezcla de praimers c/u 0.5 ul
Tagq DNA polimerasa 25 pl
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d) Se colocaron 24 pl de la mezcla de reaccion a cada tubo previamente marcado,

adicionando 1ul de DNA por tubos de reaccion.

e) Para cada ensayo se prepararon tubos de reaccion con DNA de controles positivo y

negativo de acuerdo al gen amplificado (Tabla 6).

f) Los tubos de reaccion se colocaron en el termociclador para la amplificacion de los

productos de acuerdo a los protocolos establecidos para cada gen (Tabla 7).

g) Los productos de PCR se almacenaron a —20° C hasta su uso.

h) Los productos de PCR se identificaron mediante electroforesis horizontal

Tabla 6. Controles para los diferentes PCR’s. Cepas utilizadas como controles para
la determinacion de genes asociados a virulencia de H. pylori.

Controles cagA cag PAI babA2
Positivo J99 / 26695 8822 J99
Negativo 8822 J99 /26695 26695
Tabla 7.Condiciones del termociclador para la amplificacion de cagA, cag PAl y
babA2 % >
Condiciones Ure cagA cag PAI babA2
C
Hold 94°C/5 95°C/5 94°C/5 95°C/5
min. min. min. min.
Desnaturalizar | 94°C /1 94° C/30 94°C/1 94°C/1
min seg min min
Alinear 58°C/1 55°C /30 57°C/1 58°C/1
min seg min min.
Extender 72°C/1 72°C/30 72°C/1 72°C/1
min seg min min.
Hold (2)
Extender (2) |72°C/7 72°CI7 72°CI7 72°C/10
min. min. min. min.
Enfriar 4° C /[ 4° C /oo 4° C /oo 4° C /o
No. de ciclos | 35 ciclos 25 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
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5.5.6) Electroforesis.>

1.- Preparar solucién de agarosa al 1% en buffer Tris-Acido Acético-EDTA 1x
(TAE).

2.- Calentar hasta observar una soluciéon homogénea y cristalina, sin la
presencia de grumos.

3.- Preparar la camara de electroforesis horizontal, es decir, colocarla en
una mesa equilibrada y colocarle los peines aproximadamente 1 mm por
arriba del fondo de la camara.

4.- Vaciar la agarosa en la camara de electroforesis.

5.- Dejar gelificar.

6.- Agregar el volumen suficiente de buffer TAE, quitar los peines.

7.- En una placa de 96 pozos colocar 1yl de Loading Buffer mas 6 pul de
producto de PCR.

8.- Introducir con una micropipeta la mezcla anterior en cada uno de los
pozos del gel.

9.- Agregar 3 pl del marcador de peso molecular de 1 Kb en uno de los
pOZos.

10.- Conectar los electrodos de la camara de electroforesis a una fuente de
poder, programar a 100 volts por 30 a 40 min.

11.- Pasado el tiempo de corrimiento, tenir el gel con Bromuro de Etidio
durante 5-15 min.

12.- Lavar el gel con agua destilada para retirar el exceso de Bromuro de
Etidio.

13.- Observar el gel con luz ultravioleta en el procesador de imagenes
SYNGENE., tomar la foto e imprimirla para su correcta interpretacion. Se determiné
como amplificacion positiva cuando las muestras presentaron una banda de tamafio
molecular igual a la banda del control positivo y sin amplificacion alguna del control
negativo y del blanco.
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6. RESULTADOS

Gastroduodenales

De los 62 pacientes con enfermedad gastroduodenal se obtuvieron para el estudio un
total de 313 colonias de H. pylori, de las cuales 141 colonias fueron de pacientes con
gastritis superficial, 25 colonias con gastritis atrofica, 12 con metaplasia intestinal, 4
con displasia gastrica, 55 con cancer gastrico y 76 colonias de pacientes con ulcera
duodenal (Ver Tabla 8y Figura 10y 11).

TABLA 8. NUmero de cepas de H. pylori obtenidas de pacientes con Enfermedades

Edad
promedio
Enfermedad No. de pacientes | No. de cepas de H. pylori (rango)

Gastritis
Superficial 31 141 48.2 (30-92)
Gastritis
Atrofica 10 25 50.3 (30-75)
Metaplasia
Intestinal 4 12 56.6 (30-81)
Displasia
Gastrica 2 4 62.8 (39-88)
Cancer
Gastrico 9 55 60.7 (28-86)
Ulcera
Duodenal 6 76 51.0 (25-80)
Total 62 313
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Numero de Pacientes por Enfermedad

O Gastritis Superficial
O Gastritis Atrofica

O Metaplasia Intestinal
O Displasia Gastrica
B Céancer Géstrico

B Ulcera Duodenal

Figura 10. Numero de Pacientes con Enfermedad Gastroduodenal asociada a H. pylori

@ Gastritis Superficial
W Gastritis Atrofica
141 0O Metaplasia Intestinal
B Displasia Géstrica
@ Céncer Gastrico

@ Ulcera Duodenal

Figura 11. Numero de cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedad
gastroduodenal.
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Se determiné la presencia de los genes UreC (Ver figura 12), cagA y babA2 (Ver
figura 13 a 'y 14), cada uno de ellos con sus correspondientes primers. Se corrieron en
geles de agarosa al 1% las muestras problema junto con el marcador molecular de 1
Kb, los controles tanto positivo como negativo y el blanco de reaccion.

Las muestras se consideraron como positivas cuando la banda del producto
amplificado era del mismo peso molecular que la banda del producto amplificado por
los controles positivos y no se observo amplificacion alguna en los pozos donde se

encontraban el control negativo y el blanco de reaccion.

Marcador de Gel de agarosa al 1%
Peso molecular

1 234567 8

hp
PE216 —

11.198
%152 5 1aa -
7126
£.108 —
5.090 —

10,780

4,072 -

[ ELin

3.054 -

2,036 -

1.636 —

1.018—

306, 517 —

296 pb 420}

s
i

&= Ry IRy
SO D RO
U7 Lo 2 O e

<

L

T Kb DNA Ladder
Figura 12 a.

Figura 12. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. (12 a) Amplificacion del gen
UreC, se observan bandas de peso molecular de 296 pb. De lado izquierdo escala del
marcador de peso molecular de 1 Kb.

(Figura 12 a. Pozo: 1y 9 Mp de 1 Kb, 2 Ctrol -, 3 Ctrol +, 4 Bco, 5 — 8 mtras y 10 — 16 mtras)
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En el caso de las colonias que resultaron ser negativas para cagA, se confirmo la
ausencia de cagPAI (Ver figura 13 b) utilizando un juego de iniciadores llamado
cagNeg.

Marcador de Geles de agarosa al 1%
Peso Molecular

1 23 4 56738 12345678
T

=
L)
——
o
L]
-

349

pb 360
pb

9 10 11 12 13 14 15 16
349
pb
’ 1 Kb DNAL
Figura 13 a. Figura 13 b.

Figura 13. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. (13 a) Cepas de H .pylori
cagA positivas. (13 b) Ausencia del gen cagPAl en cepas de pacientes con enfermedad
gastroduodenal.

(Figura 13 a. Pozo: 1y 9 MP de 1 Kb, 2 y 3 mtras, 4 Ctrol -, 5 Ctrol +, 6 — 8 mtras, 10-15
mtras y 16 bco. Figura 13 b. Pozo: 1y 8 MP de 1Kb, 2 -4 mtras, 5 Ctrol +, 6 Ctrol —y 7 Bco).
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Marcador de Geles de agarosa al 1%
Peso molecular

12345678 12345678910

811
pb 036 -
-
811
pb

344

7%

220
.

201
Tig
2t

75

-l

1 Kb DNA Ladder

Figural4 a Figural4 b

Figura 14. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. En las figuras 14 ay 14 b se
observa la amplificacion de bandas del gen babA2 con un peso molecular de 811 pb.

(Figura 14a. Pozo: 1 MP de 1kb, 2 Ctrol -, 3 Ctrol +, 4 -7 mtras y 8 Bco. Figura 14 b. Pozo:
1 MP de 1Kb, 2 Ctrol +, 3 -10 mtras.)
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Resultados de la presencia de los genes cagA, cagPAIl y babA2, mediante PCR

especifico en pacientes infectados con H. pylori.

De las 141 cepas de pacientes con gastritis superficial, 117 fueron cagA positivas, por
lo que el resto (24 cepas) resultaron ser cagA negativas. En cuanto a los pacientes que
presentaban metaplasia intestinal, gastritis atrofica y displasia gastrica el 100 % de las
cepas estudiadas se confirmaron cagA positivas.

Por otro lado el numero de cepas cagA positivas en individuos con cancer gastrico
resulto ser mayor, es decir, 42 cepas de 55 son cagA positivas, por el contrario solo 13
de 55 son cagA negativas.

En individuos con Ulcera duodenal el nimero de cepas cagA positivas es de 71 de 76
cepas estudiadas. Las restantes fueron cagA negativas (5 cepas). (Ver figuras 11 y
15)

En las cepas analizadas de los pacientes con GS, CG, y UD se observa que existe
diversidad con respecto a la presencia del gen cagA, debido a que en un mismo

paciente existen cepas cagA positivas y cagA negativas. (Ver tablas 9 y 10)

Tabla 9. Frecuencia del gen cagA + en Pacientes con Enfermedad Gastroduodenal

Enfermedad n= | No. Cepas cagA (+) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 117 82.97
Gastritis Atrofica | 25 25 100
Metaplasia Intestinal | 12 12 100
Displasia Gastrica | 4 4 100
Céncer Gastrico | 55 42 76.36
Ulcera Duodenal | 76 71 93.42

44




RESULTADOS

Tabla 10. Frecuencia del gen cagA - en Pacientes con Enfermedad Gastroduodenal

Enfermedad n= |No. Cepas cagA (-) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 24 17.02
Gastritis Atrofica | 25 0 0
Metaplasia Intestinal | 12 0 0
Displasia Gastrica | 4 0 0
Cancer Gastrico | 55 13 23.63
Ulcera Duodenal | 76 5 6.57

Se realizd un PCR especifico para confirmar la ausencia de cagPAl, esto se realizd

tomando en cuenta las cepas que resultaron cagA negativas. Los resultados obtenidos

fueron (Ver figuras 11 y 15): de los individuos que presentaban un cuadro de gastritis

superficial, la mitad de las cepas (12) presentaron ausencia de cagPAIl y por lo tanto la

otra mitad (12 cepas) demostro tener cagPAl.

Para los pacientes con céancer gastrico 12 cepas del total que resultaron ser cagA

negativas presentaron cagPAIl y solo en una se encontré ausente cagPAl.

Y para los de Ulcera duodenal fue mayor el nimero de cepas con ausencia de cagPAl

(3 cepas) que cepas con presencia de cagPAl (2 cepas). (Vertablally 12)

Tabla 11. Frecuencia de ausencia de cagPAI en Pacientes con Enfermedad

Gastroduodenal
Enfermedad n= | No. Cepas cagPAl (+) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 12 8.51
Gastritis Atrofica | 25 0 0
Metaplasia Intestinal | 12 0 0
Displasia Gastrica | 4 0 0
Céancer Gastrico | 55 1 1.81
Ulcera Duodenal | 76 3 3.94
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Tabla 12. Frecuencia de la presencia de cagPAI en Pacientes con Enfermedad

Gastroduodenal
Enfermedad n= | No. cepas cagPAIl (-) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 12 8.51
Gastritis Atrofica | 25 0 0
Metaplasia Intestinal | 12 0 0
Displasia Gastrica | 4 0 0
Céancer Gastrico | 55 12 21.81
Ulcera Duodenal | 76 2 2.63

Posteriormente se determind la presencia de babA2, que es otro gen de H. pylori
relacionado a virulencia. (Ver figuras 11 y 15)

Partiendo de las 141 cepas de pacientes con GS, solo 40 de éste grupo fueron babA2
positivas. En el caso de GA y MI el nimero de cepas que presento amplificacion
para el gen babA2 fue mayor (8 de 25 y 4 de 12 respectivamente), comparado con las
cepas de GS y DG. En pacientes con DG el nimero de cepas que presentaban el gen
babA2 fue nulo.

Por ultimo los resultados en cuanto a la presencia de babA2 en pacientes con cancer
gastrico es de 27 cepas babA2 positivas de 55 cepas estudiadas; y para pacientes con
UD por arriba de la mitad del total se encontré el alelo, es decir, 41 cepas de 76

amplificaron para el alelo babA2. (Ver tabla 13y 14)

Tabla 13. Frecuencia del gen babA2 + en Pacientes con Enfermedad Gastroduodenal

Enfermedad n= | No. Cepas babA2 (+) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 40 28.36
Gastritis Atrofica | 25 8 32
Metaplasia Intestinal | 12 4 33.33
Displasia Gastrica | 4 0 0
Céancer Gastrico | 55 27 49.09
Ulcera Duodenal | 76 41 53.94
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Tabla 14. Frecuencia del gen babA2 — en Pacientes con Enfermedad Gastroduodenal

Enfermedad n= |No. Cepas babA2 (-) | Frecuencia (%)
Gastritis Superficial | 141 101 71.63
Gastritis Atrofica | 25 17 68
Metaplasia Intestinal | 12 8 66.66
Displasia Gastrica | 4 4 100
Cancer Gastrico | 55 28 50.9
Ulcera Duodenal | 76 35 46.05

Cabe mencionar que la determinacion del gen UreC se realizo con la finalidad de

confirmar si las cepas trabajadas pertenecian a H. pylori.
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Figura 15. Frecuencia de cagA, cagPAl y babA2 en cepas de pacientes con
Enfermedad Gastroduodenal.
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Debido a que se ha encontrado una estrecha asociacion entre los genes cagA y babA2
con patologias gastrointestinales, las siguientes tablas muestran la frecuencia en la

gue se encuentran estos dos genes en pacientes mexicanos. (Ver figura 16)

La presencia de cagA y babA2 positivos en las 313 cepas estudiadas fue mayor en
pacientes con cancer gastrico y Ulcera duodenal (45.45% y 47.36% respectivamente).
En cuanto a las cepas provenientes de pacientes con GA y Ml la frecuencia de dichos
genes fue muy semejante. Por lo contrario de las 4 cepas de DG ninguna presentaba

los dos genes. (Ver tabla 15)

TABLA 15. Frecuencia de cepas cagA (+) / babA2 (+) de H. pylori en pacientes con
enfermedad gastroduodenal

Enfermedad n= | No. Cepas | Frecuencia %
Gastritis Superficial | 141 37 26.24
Gastritis Atrofica | 25 8 32
Metaplasia Intestinal | 12 4 33.33
Displasia Gastrica | 4 0 0
Cancer Gastrico | 55 25 45.45 *
Ulcera Duodenal | 76 36 47.36 *

* Valor significativo de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada (p<<0.05)

Sin embargo se encontré que existe una mayor frecuencia de cepas cagA positivas /
babA2 negativas, es decir, de las cepas estudiadas de GS, GA, Ml y DG mas de la
mitad presentaban esta caracteristica. Con respecto a las cepas con CG y UD aunque
se encuentran en un porcentaje mas bajo la frecuencia es bastante considerable. (Ver
tabla 16)
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TABLA 16. Frecuencia de cepas cagA (+) / babA2 (-) de H. pylori en pacientes con
enfermedad gastroduodenal

Enfermedad n= | No. Cepas | Frecuencia %
Gastritis Superficial | 141 80 56.73
Gastritis Atrofica | 25 17 68 *
Metaplasia Intestinal | 12 8 66.66
Displasia Gastrica | 4 4 100 *
Cancer Gastrico | 55 17 30.9*
Ulcera Duodenal | 76 35 46.05 *

* Valor significativo de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada (p<<0.05)

En cuanto a la frecuencia de cepas cagA negativa / babA2 positiva el porcentaje es

poco para las patologias de GS, CG y UD y nulo para GA, Ml y DG. (Ver tabla 17)

TABLA 17. Frecuencia de cepas cagA (-) / babA2 (+) de H. pylori en pacientes con
enfermedad gastroduodenal

Enfermedad n= |No. Cepas | Frecuencia %
Gastritis Superficial | 141 3 2.12
Gastritis Atrofica | 25 0 0
Metaplasia Intestinal | 12 0 0
Displasia Gastrica | 4 0 0
Cancer Gastrico | 55 2 3.63

Ulcera Duodenal | 76 5 6.57 *
* Valor significativo de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada (p<<0.05)

De las 313 cepas estudiadas solo 32 de ellas fueron negativas para cagA y babA2.
(Ver tabla 18)
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TABLA 18. Frecuencia de cepas cagA (-) / babA2 (-) de H. pylori en pacientes con
enfermedad gastroduodenal

Enfermedad n= | No. Cepas | Frecuencia %
Gastritis Superficial [ 141 21 14.89
Gastritis Atrofica | 25 0 0*
Metaplasia Intestinal | 12 0 0*
Displasia Gastrica | 4 0 0
Céancer Gastrico | 55 11 20
Ulcera Duodenal | 76 0 0*

* Valor significativo de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada (p<<0.05)
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Figura 16. Asociacion de cagA y babA2 en pacientes con enfermedad
Gastroduodenal.
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7. DISCUSION

Se determiné la presencia de los genes cagA y babA2 los cuales son considerados
factores de wvirulencia de H. pylori, demostrando estar relacionados con

manifestaciones clinicas y pronésticos més severos. %

Dada la importante asociacién de la infeccién por H. pylori con gastritis, cancer
gastrico y Ulcera péptica seria deseable eliminar este organismo de todas las personas
infectadas. Sin embargo debido a que pocos individuos desarrollan alguna
sintomatologia se hace necesario conocer los posibles marcadores de cepas que
permitan definir la asociacion con patologias severas. 3*

cagA fue el primer gen en ser identificado y considerado como marcador de la isla de
patogenicidad, cuya presencia esta asociada con un resultado clinico mas severo.

El genotipo cagA positivo ha sido identificado en el 60 a 90 % de las cepas que
colonizan personas de diferentes regiones del mundo, la frecuencia mas alta se ha
visto en cepas de paises asiaticos como Japon y algunas regiones de China, también
fue encontrado en el norte de la poblacion de Taiwan, detectado en una proporcion
més alta para pacientes con enfermedad de Ulcera duodenal, gastritis atréfica y
adenocarcinoma gastrico. 2" 3% %

En este estudio observamos que de las muestras de pacientes mexicanos la
proporcién de cepas cagA positivas es mas alta en individuos con gastritis atrofica,
metaplasia intestinal, displasia gastrica (100% para las tres patologias) y ulcera
duodenal (93.42%), en comparacion con pacientes con gastritis superficial (82.87%).

51




DISCUSION

A pesar de la proporcion alta de cancer gastrico asociado a la presencia de cepas
cagA + en algunas poblaciones, la proporcién de cancer gastrico en pacientes
mexicanos infectados con cepas cagA positivas es relativamente bajo (76.36%)
comparado con otros estudios de cancer gastrico como el de J. Parsonnet, (1997),
quien reporto 94% de cepas cagA positivas.”’

La serologia de H. pylori ha permitido caracterizar los factores de riesgo, la
prevalencia, la incidencia y pérdida de la infeccidn en pacientes donde la endoscopia
y pruebas de aliento no han estado disponibles. La deteccion serolégica de la proteina
CagA de H. pylori aparentemente se correlaciona con aumento en el riesgo de padecer
enfermedad Ulcera péptica y cancer gastrico. Ya que la proteina CagA es altamente
inmunogénica y su presencia es detectada por anticuerpos.

En contraste siendo gque la mayoria de individuos infectados con H. pylori en paises
asiaticos posee cepas cagA positivas, la asociacion de cagA y enfermedades no han
sido observadas en Asia, 3 esto puede deberse a que las pruebas seroldgicas de H.
pylori desarrolladas en paises occidentales son menos exactas cuando se usan en Asia
y en nifios de otros paises o bien porque en Asia casi el 100% de las cepas de H
pylori que infectan a la poblacién son cagA +.%

En todas las poblaciones mundiales estudiadas existe evidencia de que las cepas cagA
+ tienen alta prevalencia, sin embargo, por ejemplo mientras que en varios paises
occidentales su presencia se asocia con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad
ulcero péptica, adenocarcinoma gastrico o sus lesiones precursoras, en poblaciones

con altas tasas de infeccion por H. pylori es dificil encontrar tales asociaciones.*’

De las biopsias de pacientes mexicanos se encontré que el gen cagA positivo esta

estrechamente asociado a patologias severas como gastritis atrofica, metaplasia
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intestinal, displasia gastrica y ulcera duodenal, sin embargo en la mayor parte de
estudios en Colombia, no se considera la gastritis atréfica y la metaplasia intestinal
como patologias que representan estadios mas avanzados de la enfermedad, sino que
son incluidas dentro del grupo denominado gastritis. *°

Es interesante saber que en los paises desarrollados el predominio de H. pylori es
mucho menor, debido a la intensidad de exposicidon antibidtica durante la nifiez que ha
sido creciente en el mercado, incluso con el éxito minimo de monoterapias
antimicrobial contra los efectos de H. pylori o también por mejoras en las condiciones
de vida que disminuyen la transmision de la bacteria.®*® Sin embargo en midltiples
estudios se ha demostrado que en paises desarrollados la tipificacion de cagA puede
ser util para definir cepas asociadas con ulcera péptica y cancer gastrico, pero al
parecer carece de validez en paises en vias de desarrollo, con altas tasas de infeccion
0 en los cuales el componente medioambiental y factores del hospedero son
condiciones importantes en la aparicion de la enfermedad,”® como es el caso de

México.

Entre las poblaciones de paises en vias de desarrollo en que casi todos los adultos son
H. pylori positivos, la mayoria también son cagA positivos. Por el contrario, en paises
desarrollados en que la seroprevalencia de H. pylori es mas baja las proporciones de
cepas cagA negativas estan mas altas, por la evidencia aumentada que las cepas cagA
+ son més susceptibles que las cepas cagA — al tratamiento de erradicacion.® Estos
resultados coinciden con nuestro estudio, en donde el nimero de cepas cagA + de H.
pylori resulto ser superior que el nimero de cepas cagA -, es decir, la frecuencia de
cepas cagA — en pacientes con gastritis atrofica, metaplasia intestinal y displasia
gastrica es nula y para pacientes con gastritis superficial es de 17%, con cancer

gastrico 23.63% y con ulcera duodenal 6.57%.

53




DISCUSION

Cabe mencionar, que aunque normalmente se colonizan los individuos con cepas
cagA + o cagA -, se identificaron pacientes mexicanos con infeccion mixta, es decir,
con colonias cagA + y cagA -. Algunos autores mencionan que el paciente esta
colonizado por la misma cepa pero en diferentes etapas de evolucion ademas de ser

caracteristico particularmente de paises en vias de desarrollo.** ?*

Por lo tanto, la presencia de cagPAl solo se determino en cepas que fueron cagA
negativas; en este trabajo se encontrd que el 50% de las cepas cagA negativas de
gastritis superficial tenian la isla de patogenicidad y el otro 50% se encuentra ausente
cagPAl, para la cepas de cancer gastrico 21.81% presentan cagPAl y en solo 1.81% se
encuentra ausente y para ulcera duodenal 2.63% presentan cagPAl y 3.94% no
presentan la isla, estos resultados concuerdan con lo encontrado en Costa Rica en
donde se muestra que en este pais la mayoria de las cepas de H. pylori presentan la
isla de patogenicidad (74.4%).

Hay informes polémicos acerca de la asociacion de la presencia de cagPAI de H.
pylori y las enfermedades gastricas mas severas como la enfermedad de la Ulcera
péptica y el carcinoma gastrico.*® **

Sin embargo no se puede asegurar si la ausencia de cagPAl se debe a una eliminacion
parcial como se ha reportado en otras poblaciones, % debido a que sélo se utilizé un
juego de iniciadores y no todos los juegos de iniciadores son capaces de reconocer las
secuencias de los genes.

Esto se podria confirmar usando otros iniciadores especificos para cada uno de los 31
genes que integran la isla de patogenicidad y determinar la ausencia de alguno o
algunos genes de cagPAIl debida a reacomodos genéticos caracteristicos en cada

cepa.”®
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Varios investigadores proponen que aun en cepas cagA +, la organizacion genética y
la diversidad dentro de la isla de patogenicidad pueden tener un efecto modificador
del potencial patogénico de la cepa infectante, de manera que las cepas con el cagPAl
completo (sin deleciones ni modificaciones) son realmente virulentas. *° A pesar del
hecho que cagPAl esta presente en la mayoria de las cepas, puede ser que la
composicion de los genes de cagPAIl o la regulacion de su expresion varia e influyen
en la patogenicidad asociada. *

Interesantemente, el gen cagA puede estar ausente en una cepa, considerando que las
otras regiones de cagPAIl estan presentes, indicando que el uso de este gen como el
solo marcador para el descubrimiento de cagPAIl a veces puede llevar a resultados

erroneos.

La infeccion con cepas cagA positivas que contienen cagPAIl participa en una
importante respuesta inflamatoria con una densidad mas alta de células
polimorfonucleares en la mucosa gastrica que ha sido un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedad.® *

El otro gen estudiado en este trabajo de tesis es el gen babA2, los estudios en paises
occidentales han demostrado asociacion entre la presencia del gen babA2 y Ulcera
duodenal y cancer gastrico. Sin embargo en paises occidentales la mayoria de las
cepas de H. pylori son babA2 positivas, donde han sido aislados de pacientes
enfermos o asintomaticos. La prevalencia entre babA2 positiva en cepas de H. pylori
también parecen variar alrededor del mundo, siendo mas bajo en pacientes mexicanos
que en pacientes occidentales, de acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis.*’

En un estudio realizado en el norte de China, 80% de los pacientes estaban

infectados con las cepas babA2.%
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En este trabajo cuando se evalud a pacientes mexicanos, la frecuencia de cepas de H.
pylori babA2 positivas fue mayor en pacientes con ulcera duodenal (53.94%) y
cancer gastrico (49.09%) comparandola con pacientes mexicanos con gastritis
superficial (28.36%).

La presencia de cagA en combinacion con cepas babAz2 tiene una mayor frecuencia en
pacientes mexicanos con Ulcera duodenal (P=0.002), cancer gastrico (P=0.015),
metaplasia intestinal y gastritis atréfica comparandose con pacientes que presentan
solamente gastritis superficial, estos resultados coinciden con aislados en el norte de
China en donde cepas cagA + / babA2 + son asociadas con la presencia de atrofia
gastrica, metaplasia intestinal y al desarrollo de cancer gastrico debido a una marcada
proliferacion del epitelio gastrico y niveles méas altos de IL-8 subrayando la
importancia de babA2 para la colonizacion, comparadas con pacientes infectados con
cepas tipo 1 babA2 negativa.”” *?

Ademas el fenotipo cagA +/ babA2 + fue detectado con mayor frecuencia en aislados
de pacientes con Ulceras y adenocarcinoma en Taiwan.*

En este trabajo se observé una mayor asociacion para las cepas cagA + / babA2 — con
enfermedades gastroduodenales, es decir, para gastritis atrofica en un 78% (P=0.404),
para metaplasia intestinal 66.66%, displasia gastrica 100% (P=0.138), cancer gastrico
30.9% (P=0.001) y para ulcera duodenal 46.05% (P=0.173), esto es contrario a lo
esperado ya que en estas enfermedades es mas frecuente la asociacion cagA + / babA2
positiva.

La edad es uno de los factores que pueden estar asociados con la presencia de gastritis
atrofica y metaplasia intestinal, aparentemente la mayoria de los cambios gastricos
relacionados con la infeccion cronica de H. pylori se han desarrollado a los 50 afios de

edad.?’
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Para los aislados cagA- / babA2- podria parecer que no hay relacion alguna con
enfermedades gastroduodenales, sin embargo se observa una frecuencia de un 20% en
pacientes con cancer gastrico y un 14.89% en pacientes con gastritis superficial, lo
que nos hace pensar en la posibilidad de que la presencia de cagA no es un buen
marcador de la isla de patogenicidad, cagPAIl puede llegar a sufrir reacomodos
genéticos y como consecuencia eliminaciones parciales de ciertas regiones de cagPAl
lo que significa que algunos genes no estan presentes aunque la isla si lo este.** %
Ademas la presencia de cagPAl completa es un factor predisponerte para que la
bacteria cause dafio potencial e inflamacion a la mucosa géstrica. ® ** Otro aspecto
importante que hay que considerar es que el desarrollo de la enfermedad toma
décadas, desde que un individuo se infecta siendo nifio hasta que presenta cambios a
nivel del epitelio gastrico, por lo tanto no podemos asegurar que la cepa que nosotros

aislamos en los adultos enfermos es la misma que lo coloniz6 siendo nifio.

En general, varios autores han sugerido que la existencia de cepas con diferentes
genotipos en un mismo paciente, puede representar una ventaja a la bacteria para
sobrevivir en los diferentes nichos ecoldgicos de la mucosa gastrica 0 que puede
llevar a que se presente cierta competencia entre las cepas por mantenerse en el
ambiente gastrico. Este hecho dificulta el analisis de las asociaciones entre los
genotipos bacterianos y patologia en esta poblacion, dado que si varios genotipos se
encuentran en un mismo paciente es muy dificil determinar cuél de ellos es el
responsable de la patologia observada.*’

Es probable que la virulencia sea el resultado de una combinacion de varios factores,
como la presencia de la isla de patogenicidad junto con el gen asociado a citotoxina y
la expresion del antigeno de tipo sanguineo ligado a adhesina (BabA), en lugar de la

presencia de un Gnico factor de virulencia.®
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La variacion en los resultados clinicos se ha atribuido a las diferencias en los factores
medioambientales, cepas bacterianas, genética del paciente, etc.*

El conocimiento de las caracteristicas de H. pylori ya esta permitiendo su control
mediante antibioticos y las nuevas profundizaciones moleculares que comienzan a

surgir permitira su futura erradicacion.*
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8. CONCLUSIONES

La presencia de los genes cagA y babA2 en cepas de H. pylori aisladas de pacientes

mexicanos se encuentran asociadas a Ulcera duodenal y cancer gastrico.

La presencia de cagA es mas frecuente en pacientes con Gastritis Atréfica, Displasia
Gastrica, Metaplasia Intestinal y Ulcera Duodenal que en pacientes con gastritis

superficial

La presencia de babA2 se asocia con mayor frecuencia en pacientes con Ulcera
Duodenal y Céancer Gastrico en comparacién con pacientes que presentan gastritis

superficial
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9. GLOSARIO

Alelos.- Forma alternativa de un gen.
Anticuerpo.- Proteinas producidas por células B tras estimulacion por un antigeno,
actuan especificamente contra él en respuesta inmune. Equivalente a

inmunoglobulina.

Antigeno.- Sustancia extrafia que introducida en un organismo, puede provocar la

formacion de anticuerpos.
Atrofia.- Disminucién en el tamafio o nimero, de uno o varios tejidos de los que
forman un o6rgano, con la consiguiente minoracion del volumen, peso y actividad

funcional, a causa de escasez o retardo en el proceso nutritivo.

Biopsia.- Examen que se hace de un trozo de tejido cortado de un ser vivo,

generalmente para completar un diagnostico.

Cosmopolita.- Especies animales y vegetales aclimatadas a todos los tipos de clima

y que tienen una distribucion muy amplia.

Endémica.- Enfermedad que se repite con frecuencia en algun pais o region.

Endoscopia.- Exploracion visual de cavidades o conductos internos del organismo.
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12.
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14.

15.

16.

17.

GLOSARIO

Epidemiologia.- Estudio de los factores que determinan la ocurrencia de una

enfermedad en la poblacion humana.

Especificidad.- Cualidad de una prueba diagnostica que detecta solamente una

determinada enfermedad o alteracion.

Frecuencia.- NUmero de veces que ocurre un suceso en la unidad de tiempo

Gen.- Segmento de DNA cromosémico implicado en la produccion de una cadena
polipéptidica.

Genoma.- Conjunto de los cromosomas (que guardan las claves reproductivas) de

una célula.

Genotipo.- Constitucion genética de un individuo. Par de alelos que se encuentran

en un determinado locus.

Patogenicidad.- Capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un

hospedero susceptible.

Plasmido.- DNA celular extracromosdémico autonomo y autoreplicativo.

Prevalencia.- Numero total de casos de una enfermedad que existe en un momento

dado o periodo determinado en relacién con el nimero de personas del lugar.
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18. Reservorio.- Cualquier ser vivo en los que el agente infeccioso vive y se multiplica,

reproduciéndose de manera que pueda ser transmitido a un hospedero susceptible.

19. Toxina.- Sustancia elaborada por los seres vivos y que hace el efecto de veneno.

20. Virulencia.- Capacidad de la bacteria de producir casos leves, graves o fatales.

21. Zoonosis.- Enfermedad trasmitida de un animal a un ser humano.
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10. ANEXO **

- Buffer TAE 50X:
Para preparar 1 litro de TAE 50x: 2429 Tris base, 57.1ml de acido acético glacial,
100ml 0.5M EDTA pH 8.0 (18.61g EDTA .2H,0, 80ml de H,0), 842.9ml H,0. Se

almaceno a temperatura ambiente.

- Marcador de 1Kb:
Mezclar en un tubo eppendorf 10pl de marcador comercial de 1Kb plus DNA ladder,
10pl loading buffer 6X 'y 80ul H,O destilada. Se almaceno a -20° C.

- Loading buffer 6X :
Para un volumen total de 10ml, se pesaron 3g. de Urea (5M), 0.05g de SDS (0.5%),
0.025g de azul de bromofenol, se adiciono 1ml de glicerol (10%), 0.2ml de TAE 50x
y 8.8ml de agua destilada. Se prepararon alicuotas de 1ml para uso y se almaceno a -
20° C.

— Preparacion de dNTP’s para PCR:
Mezclar en 360mcl de agua: 10mcl dATP 100mM, 10mcl dGTP 100mM,
10mel ATTP 100mM y 10mecl dCTP 100mM. Se almaceno a -20° C.

- Reactivo de ureasa:
Mezclar 0.03g de urea, 50ml de PBS 1x Dulbecos + 2 gotas de rojo de fenol (pH
7.3-7.4)
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- Solucion de Bromuro de Etidio:
Mezclar en un frasco 100ul de Bromuro de Etidio a 10 mg/ml en 50ml de agua esteéril.
Nota: El recipiente debe de ser exclusivo para la preparacion de este reactivo ademas

de usar guantes.

- Preparacion de agar sangre de carnero al 5% con antibioticos:
Disolver en 10ml de agua inyectable: Acido nalidixico 0.1mg, Trimetoprim 0.05mg,
Vancomicina 0.03mg y Anfotericina B 0.02mg. De esta mezcla se adicionan 1.8ml a

1 litro de agar sangre de carnero al 5%.

- Buffer TE (Tris 10mM pH 8, EDTA 1mM pH 8):
Mezclar 1 ml de solucion stock de Tris 1M pH 8 mas 0.2 ml de solucién stock de
EDTA 1M pH 8y 98.8 ml de agua desionizada.

- Solucion stock de EDTA (EDTA 0.5 M pH 8):
Pesar 186.1 g de EDTA y 20 g aproximadamente de NaOH. Adicionar el EDTA a
800 ml de agua desionizada, agitar vigorosamente con un agitador magnético. Ajustar

el pH agregando el NaOH.
- Solucion stock de Tris (Tris 1 M, pH 8):

Para un volumen total de 1000 ml, pesar 121.1 g de Tris base y adicionar el agua

desionizada necesaria. Ajustar el pH con HCI concentrado.
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