UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA

IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS DEL
HOSPEDERO Y LA BACTERIA EN NINOS INFECTADOS
CON Helicobacter pylori EN COMPARACION

CON NINOS NO INFECTADOS

TESIS

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE LA ESPECIALIDAD EN:
GASTROENTEROLOGIA Y NUTRICION PEDIATRICA
PRESENTA:

DR. SERGIO JAVIER FERNANDEZ ORTIZ

TUTORES:
DRA. MARGARITA CAMORLINGA PONCE

DR. JOSE ARMANDO MADRAZO DE LA GARZA

A

\D)
Im MEXICO, D. F. 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. TITULO:

IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS DEL HOSPEDERO Y LA
BACTERIA EN NINOS INFECTADOS CON Helicobacter pylori EN
COMPARACION CON NINOS NO INFECTADOS.

2. AUTOR:
TESISTA: DR. SERGIO JAVIER FERNANDEZ ORTIZ.
RESIDENTE DE GASTROENTEROLOGIA Y NUTRICION PEDIATRICA.

TUTOR:

DRA. MARGARITA CAMORLINGA PONCE.

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y PARASITARIAS. HOSPITAL DE PEDIATRIA, CMN SIGLO
XXI.

DR. JOSE ARMANDO MADRAZO DE LA GARZA.
JEFE DEL SERVICIO DE GASTROENTEROLOGIA Y NUTRICION
PEDIATRICA. HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SIGLO XXI.

ASESOR:
DR. JUAN MANUEL MEJIiA ARANGURE.
UNIDAD DE INVESTIGACION EN EPIDEMIOLOGIA.

Proyecto financiado por el IMSS-2005/1/110



JURADO

Dr. José Armando Madrazo de la Garza

Presidente.-

Dra. Irina Elizabeth Juarez Muioz.

Secretario.-

Dr. Javier Torres Lépez.

Sinodal.-

Dra. Beatriz Gonzalez Ortiz.

Sinodal.-

Dr. Guillermo Ramén Garcia.

Sinodal.-



iINDICE

1. RESUMEN... ..o 4
2. ANTECEDENTES........c.i i 5
< T 1S [ 51 (0. Y o1 [0 N 10
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.........cciiiiiiiinne s 10
5. HIPOTESIS.......cceiiiiiieieieireeeee e e e e e e e e e e e e e e e e eeen e e e e e 11
6. OBJETIVOS........oiiiiiiiirrrrrrr e 11
7. MATERIAL Y METODOS.......cciiieieeieieeeeeeeeeeeneennnnanneeeee e 12
8. RESULTADOS......coeiiiiiiiirr s e 18
< TR 0 £ of U E=] [0 ] 23
10. CONCLUSIONES.......cciiiiiiir e 28
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cccevriirininnneeeeenes 29

12. ANEXOS.... .o e 36



Resumen
Antecedentes. La colonizacion del estdmago por H.pylori (Hp) induce invariablemente inflamacion o gastritis. La

infeccidn se adquiere en la nifiez y permanece como una infeccion cronica a lo largo de la vida del sujeto infectado.
Cuando la infeccién se adquiere a menor edad, se incrementa el riesgo de que en el adulto se presenten enfermedades
tales como Ulcera péptica, 6 adenocarcinoma gastrico. Para el desarrollo de enfermedad asociada a Hp contribuyen
factores de la bacteria, del hospedero y el medio ambiente.

Entre los factores de virulencia que se han asociado con enfermedad severa, los mas estudiados son: la isla de
patogenicidad (cagPAl), estas cepas son aisladas mas frecuentemente de pacientes con ulcera o cancer gastrico. Otros
genes cuya presencia se asocia con enfermedad, incluyen algunos alelos de la citotoxina vacuolizante (vacA) y babA.
Entre los factores del hospedero que pueden participar en el proceso de enfermedad se encuentran factores genéticos e
inmunologicos como los antigenos de histocompatibilidad(HLA), se han identificado disminucién o incremento de algunos
haplotipos de HLA, asociados con enfermedad gastrica severa en adultos, ningun trabajo relacionado a caracteristicas
genéticas del hospedero se ha hecho en nifios.

Objetivos Generales. 1. Evaluar si las cepas de H pylori aisladas de nifios infectados presentan genes de virulencia
asociados a enfermedad severa.

2. Conocer si existen diferencias genéticas de HLA entre nifios infectados y no infectados con H pylori.

Material y Métodos. Disefio del estudio: transversal analitico

Poblacion de estudio: 59 Nifios con indicacion de endoscopia de tubo digestivo alto de 3 a 17 afios de edad atendidos
en el servicio de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria del CMN SXXI-IMSS. A los pacientes se les tomaron tres
biopsias de antro, 1 de cuerpo y 5 ml. de sangre venosa. Una biopsia de antro se procesé para cultivo, la segunda
biopsia de antro y la de cuerpo fue para evaluacion histolégica, la tercera biopsia fue para extraccion de RNA.

Factores bacterianos. En las cepas de Hp aisladas se realizo extraccion de DNA y por medio de PCR se determiné la
presencia de los genes y sus alelos vacA, cagA y babA.

Factores del hospedero. Con el DNA de sangre total se realizé la determinacion de HLAIL.

Resultados: Se incluyeron 59 pacientes al final del estudio, 32 femeninos. La indicacion mas frecuente de endoscopia
superior fue DACR 36(61%), 71.4% resultd positivo para H. pylori, se utilizaron 3 métodos diagndsticos resultando
positivos 21/59(35.6%), histologia 17/21, cultivo 10/21 y serologia 9/21. El hallazgo endoscopico mas frecuente fue
Gastritis antral nodular y no se reportaron pacientes con ulcera gastrica, ni duodenal. Se observé mayor grado de dafio
histolégico en los pacientes infectados con H. pylori al compararlos con los no infectados, con significancia estadistica.
Se aislaron siete cepas de H. pylori de las cuales cuatro fueron cagA +, tres babA + y las siete fueron vacA + mostrando
diferencias en los alelos de vacA. Solamente 2/7 cepas tuvieron los tres factores de virulencia mas asociados a
enfermedad (cagA+/babA+/vacA s1m1) y 4/7 mostraron la asociacion cagA+/vacA+. No encontramos difrencias
significativas de en cuanto a dafo histologico entre las cepas cagA+ y cagA-. Se pudieron caracterizar 28 alelos de
HLADQB1 de 14 pacientes sin poder establecer diferencias entre los pacientes infectads y no infectados.

Conclusiones: Las biopsias de los nifios infectados con cepas cagA+ vacA+babA2+ en comparacién con las de nifios
infectados con cepas cagA negativas presentaron similares grados de inflamacion y actividad.

No se observaron diferencias significativas en la expresién de los alelos de HLA DQB1 estudiados entre los pacientes

infectados y no infectados con el bacilo.



IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS DEL HOSPEDERO Y LA
BACTERIA EN NINOS INFECTADOS CON Helicobacter pylori EN
COMPARACION CON NINOS NO INFECTADOS.

ANTECEDENTES:

Durante los ultimos veinte afios Helicobacter pylori ha tenido un importante
papel como un modelo de bacteria patégena persistente. H. pylori infecta la
mucosa gastrica de mas del 50% de la poblacion a nivel mundial. En México,
mas del 85% de los adultos y el 50% de los nifios mexicanos menores de 10 afos
de edad estan colonizados (Torres J et al 1998). La infeccién se inicia en la
infancia, en la mayoria de los casos, y puede permanecer por décadas en los
individuos infectados a pesar de wuna vigorosa respuesta inmune innata y
adaptativa. Los mecanismos por los cuales H. pylori infecta al ser humano aun son
controversiales. Se sabe que el hospedero desarrolla una respuesta inmune que
es inefectiva en eliminar la bacteria, pero puede tener un papel fundamental en la
evolucion de la infeccidon hacia diferentes formas clinicas desde una gastritis
superficial leve a una ulcera péptica o carcinoma gastrico (Agnese DM et al 2002).
Aunque el organismo coloniza un porcentaje importante de la poblacion adulta
mundial, contrariamente a lo esperado, solo una pequefia proporcién de los

individuos colonizados desarrollaran enfermedad.

Desde que una persona es infectada por H. pylori, la bacteria puede persistir por
décadas en el estbmago, y a pesar de ser un organismo no invasivo es capaz de
inducir una respuesta inflamatoria. Histolégicamente, la respuesta del hospedero
adulto a la infeccion por H. pylori es una gastritis activa caracterizada por la
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN), células plasmaticas, linfocitos,
monocitos y la presencia de citocinas proinflamatorias como IFN-y e IL-8 (Bamford
KB 1998; Camorlinga PM 2003).

El estudio de la infeccion por H. pylori se ha enfocado a la poblacion adulta, se han

realizado pocos estudios en nifios donde se presenta la fase aguda de la infeccion.



Se sabe que en la mucosa gastrica de los nifos infectados predomina la presencia
de infiltrado mononuclear, también presentan una importante hiperplasia folicular
linfoide (Drumm B, 1987). En los nifios la infeccion con H. pylori rara vez se asocia
con enfermedad severa, y la relacion de la presencia de H. pylori con dolor
abdominal recurrente (DAR) es controversial. Ozen H et al en 2001, reporté que
60.3% de los nifios con DAR fueron positivos a H. pylori y los sintomas
desaparecian después de la erradicacion comparada con aquellos que no
erradicaron, por el contrario Wewer et al no encontraron ninguna relacion causal

entre H. pyloriy DAR.

Los factores que determinan que las lesiones de gastritis cronica permanezcan
estables durante periodos muy prolongados de tiempo, en algunos pacientes,
mientras que en otros existe ocurre una progresion hacia la atrofia, y las
enfermedades relacionadas a la bacteria, no son bien conocidos, pero pueden
estar en relacion con la heterogeneidad gendmica de H. pylori, con la
susceptibilidad genética o caracteristicas de la respuesta inmune del propio
hospedero y con la edad a que se adquiere la infeccién. Se ha propuesto que la
adquisicion temprana de H pylori es un factor de riesgo relevante para el
desarrollo de enfermedades gastricas severas o malignas como cancer gastrico
(Blaser M. et al 1995, Camargo MC et al 2004)

Existen muchos métodos mediante los cuales se puede detectar la infecciéon por
H. pylori, dentro de estos se encuentran métodos tanto invasivos como no
invasivos. En afos previos se ha hecho énfasis en la validacion de estos ultimos,
sin embargo no se han logrado establecer los rangos de normalidad en la edad
pediatrica o se han realizado adaptaciones de los valores de corte en los adultos,
teniendo como consecuencia determinaciones poco certeras (Roma-Giannikou et
al 2002). Por otra parte diversos estudios han demostrado que a pesar de su alto
costo, el uso de sedacién y/o anestesia y poca accesibilidad en algunos centros, la
endoscopia con toma de biopsia sigue siendo el estandar de oro para el

diagndstico de H. pylori, ya que permite diagnosticar otras enfermedades bajo la



visualizacion directa del tracto digestivo, ademas de que el cultivo de las biopsias
nos muestra los patrones de sensibilidad de la bacteria con fines de erradicacion.
Existe un consenso general de que el hallazgo endoscopico principal en los
pacientes con infeccion por H. pylori es el de nodularidad antral, Luzza et al.
encontraron que este hallazgo tiene una especificidad del 100% y sensibilidad
40% y que ademas se correlaciona con mayor severidad de la gastritis y la
presencia de foliculos linfoides. Las biopsias deben ser siempre analizadas por
patdlogos expertos ya que ademas de determinar la presencia de H. pylori se
puede identificar la severidad y la distribucion de la gastritis, asi como también
metaplasia intestinal, gastritis atrofica y linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosa. Mucho se ha discutido acerca de cual es el sitio adecuado para aislar H.
pylori, siendo el antro gastrico en la zona prepilérica donde se tiene la mas alta
probabilidad de recuperar la bacteria, sin embargo también se ha aislado del
cuerpo gastrico y en la zona de transicion del cuerpo y antro, por lo que multiples

biopsias deben ser tomadas para el diagnostico preciso (Gold et al 2000).

Caracteristicas de la bacteria

Basados en la presencia de dos principales factores de virulencia de H.
pylori, asociados mas frecuentemente con enfermedad ulcero péptica y cancer
gastrico: VacA y CagA se han descrito dos tipos de cepas: cepas tipo | que

contienen los genes cagA y vacA y las cepas tipo Il que no contienen estos genes.

El gen cagA (gen asociado a la citotoxina) codifica para una proteina CagA de 128
a 140 kDa y esta presente en 60% de las cepas de Estados Unidos, casi en el
100% de las cepas orientales (Peek R 2002); en el 80% de adulto mexicanos con
ulcera péptica (Gonzalez VG et al 2000). Este gen es un marcador de la presencia
de una isla de patogenicidad (cagPAl). cagPAIl es un segmento de ADN de 40-kb
(cag PAIl) que contiene al menos 27 genes que codifican para un sistema de
secrecion tipo IV presente en las cepas de H. pylori con una virulencia mayor, lo
cual sugiere que la adquisicidon de esta regidn es un evento importante en la

evolucion de H. pylori (Covacci A, 2000).



Las personas colonizadas con cepas cagA+ tienen mayor riesgo de llegar a
desarrollar gastritis severa, ulcera péptica o cancer gastrico que las personas con
cepas cagA- (Peek R et al 2001).

Por otra parte, todas las cepas de H. pylori poseen el gen vacA que codifica para
la proteina vacuolizante (VacA). Se han descrito variantes alélicas de este gen,
para el péptido senal (variantes s1a, s1b y s1c del alelo s1 y el alelo s2), en la
porcidn media de la proteina (alelos m1 y m2). Las cepas que contienen los alelos
s1m1 de vacA asociado a la presencia de cagA, se consideran de mayor potencial
citotoxico y con mayor riesgo para inducir ulcera gastroduodenal en pacientes
adultos. Las cepas que carecen del gen vacA y de cagPAl se consideran

comensales mas que patdégenas (Covacci A 1999).

Estudios recientes han proporcionado evidencias sobre factores de adherencia
bacteriana que pueden contribuir al tropismo especifico y a la patogenicidad de H.
pylori en el epitelio gastrico humano. La proteina BabA, participa en la adherencia
de H. pylori al antigeno de grupo sanguineo humano Lewis® sobre las células
epiteliales gastricas (Gerhard M et al 1999). El gen que codifica para la proteina
BabA es babA, esta formado por una o dos copias denominadas babA71y babA2 ,
ambos son idénticos en su secuencia de nucledtidos. EI gen babAZ2 es el
encargado de codificar para la proteina funcional BabA, presenta 10 nucledétidos
adicionales en el cual se encuentra el codén de inicio ausente en babA71 y que no
presenta actividad por carecer del mismo. (Gerhard M et al 1999, Hening EE et al
2004).

Aunque los factores de virulencia de H. pylori se han asociado con enfermedad
(cagPAl, vacA, BabA, CagA) esta correlacion con enfermedad no siempre ocurre,
por ejemplo en poblacién asiatica y africana, posiblemente debido a la gran

distribucién de estos factores en poblacion asintomatica (Owen et al 2001).

La contribucién de los diversos genes de virulencia identificados en H pylori y las

consecuencias clinicas de la infeccion ha sido revisado en adultos que han estado



infectados por décadas, poco se sabe sobre la virulencia de las cepas que infectan
a los nifios en las fases tempranas de la infeccion. En un estudio realizado en
nuestro laboratorio, en 34 cepas de H pylori aisladas de nifios con dolor abdominal
recurrente, encontramos el alelo s1b de vacA en el 62% de las cepas y la presencia
del gen cagA en el 47% de las cepas, lo que nos indica que los nifios pueden estar
infectados por cepas que tienen los genes que se consideran factores de riesgo
para enfermedad severa en los adultos. Es necesario estudiar un numero mayor de
cepas para confirmar estos resultados y estudiar otros genes que también se

asocian a patogenicidad.

Factores asociados al hospedero

Entre los factores del hospedero que participan en el desarrollo de la
enfermedad se encuentran los antigenos de Histocompatibilidad (HLA),
localizados en el brazo corto del cromosoma 6 dentro del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex). Debido a la funcién
de las moléculas de HLA, procesar y presentar péptidos antigénicos a los linfocitos
T, diferentes enfermedades se han asociado con ellas. Algunos estudios
realizados en poblacion adulta japonesa y caucasica han relacionado la ausencia
de DQA1*0102, DQA1*0201 y DQB1*0602 con gastritis atréfica, carcinoma y
Ulcera péptica respectivamente. En cambio, una asociacion positiva con los alelos
DQB1*0401 y 0301 se ha observado con gastritis atréfica y cancer gastrico
respectivamente. En México se reportd un aumento significativo de DQB1*0501 en
cancer gastrico. Sin embargo, en la poblacién adulta nosotros encontramos una
asociacion negativa de DQA1*0201 y una asociacion positiva de DQB1*0604 con

metaplasia intestinal. Este tipo de estudios no se han realizado en nifios.



JUSTIFICACION:

A pesar de que mas del 50% de la poblacién mundial esta colonizada con H
pylori, pocos estudios se han enfocado a las fases tempranas de la colonizacion y
a conocer los factores genéticos y el tipo de cepas que colonizan en esta etapa de
la infeccion. Ha sido propuesto que la edad de adquisicion de la bacteria es un
factor de riesgo importante para el desarrollo clinico posterior. No se conoce, si
existen diferencias genéticas entre los nifios infectados con H. pylori y los no
infectados, tampoco existe una caracterizacién genética completa de los factores
de virulencia (cagPAl, vacA, babA) de las cepas de H. pylori que infectan a los

ninos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa que infecta cronicamente
a mas de la mitad de la poblacion adulta mundial. La infeccién inicia en la infancia
y se conservara a través de la vida adulta del individuo a menos que el individuo
reciba tratamiento antimicrobiano. La mayoria de los nifos colonizados
permanecen asintomaticos, las enfermedades severas como ulcera duodenal o
gastrica son eventos poco frecuentes en este grupo de edad, mientras que uno,
de cada seis adultos infectados, podra desarrollar ulcera o cancer gastrico. Para el
desarrollo de enfermedad contribuyen muchos factores de la bacteria y del
hospedero, siendo los mas importantes: el tipo de cepa infectante de H. pylori, asi

como factores genéticos del hospedero.

La colonizacién con cepas de H. pylori cag(PAl) positivas, vacAs1/m1 y babA2
positivas se consideran factores de riesgo bacterianos para desarrollar
enfermedad severa. Se han realizado estudios de caracterizacién genética de H.
pylori en adultos de diversas regiones de mundo, pero en niflos estos reportes son

€SCasos.
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Se ha iniciado el estudio de la caracterizacion genética de los individuos
colonizados o con enfermedad gastroduodenal asociada a H. pylori, pero casi

todos estos estudios se han realizado en adultos europeos.

Por lo que es necesario estudiar los genotipos de las cepas de H. pylori que
colonizan a los nifios infectados, asi como conocer las caracteristicas genéticas

de estos niflos para estudiar su posible asociacion con susceptibilidad o infeccion.

Hipétesis
1. Las cepas de H pylori aisladas de nifos infectados, presentaran los genes
de virulencia vacA s2m2, cagA- y babA- .
2. Los nifos infectados con H pylori presentaran caracteristicas de HLA

diferentes a los ninos no infectados.

Objetivos generales

1. Evaluar si las cepas de H pylori aisladas de nifios infectados presentan
genes de virulencia asociados a enfermedad severa.

2. Conocer si existen diferencias genéticas de HLA entre nifios infectados y

no infectados con H pylori.

Objetivos particulares
1. Determinar diferencias endoscopicas e histolégicas entre los nifios
infectados y no infectados con H. pylori.
2. Evaluar la presencia y el polimorfismo de los genes de H. pylori (cagPAl,
vacA 'y babA) aislados de nifos infectados.
3. Determinar si existe asociacién entre el polimorfismo de los genes HLA

clase Il y la presencia de infeccion por H. pylori.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio: Transversal analitico.

Poblacién de estudio
Nifios atendidos por indicacion de endoscopia de tubo digestivo alto en el servicio

de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI.

Lugar de estudio:

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas, Unidad de
Inmunologia y Departamento de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria CMN
Siglo XXI.

Criterios de inclusion:
e Pacientes masculinos y femeninos de 3 a 17 afios de edad con indicacién

de endoscopia de tubo digestivo alto.

Criterios de exclusion:

e Pacientes con enfermedades concurrentes como tiroiditis, tirotoxicosis,
enfermedad de Addison, agranulocitosis, vitiligo, SIDA, cancer, insuficiencia
renal cronica, lupus eritematosos.

e Pacientes que hayan recibido tratamiento antimicrobiano, sales de bismuto

o con inhibidor de bomba de protones un mes previo al estudio.

Variables de estudio:

Variable dependiente: Infeccion con H. pylori. Un paciente infectado fue aquel
que resultd positivo para H. pylori en cualquiera de las tres siguientes pruebas,
cultivo, histologia y serologia ( Del Giudeci et al 2001).

Categorias: Positivo o negativo.

Escala: nominal

Variables independientes: Hospedero HLA |l, Bacteria: cagPAIl, vacA, babA.

12



Muestras biolégicas

Biopsias. Por medio de una endoscopia el gastroenterdlogo tomé 3 biopsias de
antro y 1 de cuerpo. Una biopsia de antro se congelé inmediatamente a 70°C en
tubos estériles para extracciéon de RNA y la segunda biopsia de antro se coloco
en solucion salina para cultivo de H. pylori, la tercera biopsia de antro y la cuerpo
se fij6 en formalina amortiguada al 10%, posteriormente se incluyé en parafina
para histologia.

Muestra sanguinea. Se tomaron 5 mL de sangre venosa en tubos con EDTA
como anticoagulante, se centrifugaron y el buffy coat se us6 para extraer DNA, el
plasma se utilizd para determinacion de anticuerpos (IgG anti H. pylori y anti

CagA). Las muestras se conservan congeladas a -20°C hasta su uso.

Cultivo: Una biopsia de antro se homogenizé con solucién salina al 0.9% en un
homogenizador de vidrio, 50ul se inocularon en medio de gelosa sangre de
carnero (BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, USA) al 5%, con y sin antibidticos,
se incubaron a 37°C en una atmésfera de 9 % de CO; durante 2 a 10 dias. Se
considerd un cultivo positivo cuando se observaron colonias caracteristicas de H.
pylori en los medios de cultivo. Se identificd el bacilo de la forma convencional
observando la morfologia colonial, la morfologia microscopica y las pruebas
bioquimicas caracteristicas; positivas para ureasa, catalasa y oxidasa. Las cepas
identificadas como H. pylori se conservaron en caldo Brucella (BBL, Becton

Dickinson, Cockeysville, USA) con glicerol al 15% a -70°C.

Factores bacterianos

A partir del crecimiento puro de las cepas de H. pylori en placas de gelosa
soya tripticasa con sangre de carnero al 5% se tomd6 un barrido de multiples
colonias (pool); ademas se aislaron y propagaron clonas (colonias) aisladas. Las
suspensiones de aislados multiples y de colonias aisladas se suspendieron en

solucion salina para extraer DNA para estudios de genotipificacion.
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PCR para tipificar vacA, detectar cagA y babA. Se realiz6 PCR a DNA aislado
de las cepas estudiadas usando juegos de iniciadores especificos (ver tabla 1) de
las distintas regiones descritas previamente para el gene vacA consistentes en
tres diferentes pares de iniciadores para la region sefal, s1a, s1b, s2 y dos
diferentes pares de iniciadores para regién media, m1 y m2. También se realizd
PCR para deteccion de cagA con un juego de iniciadores previamente descritos
(tabla 1). Las condiciones de amplificacion para tipificar vacA seran a 95°C por 1
min, 52°C por 1 min y 72°C por 1 min para un total de 35 ciclos. Las mismas
condiciones se aplicaron para detectar cagA con excepcion del alineamiento que
se fij6 a 55°C. Asi mismo, se realizd PCR para detectar el gen babA, usando los
iniciadores descritos en la tabla 1.

Como controles para genotipificaciéon de cagA, vacA y babA se utilizaron las cepas
tipo de H. pylori descritas en la tabla 2, cuyos probables factores de virulencia han

sido previamente determinados.

Tabla 1. Iniciadores para la identificacion de los genes vacA, cagA y babA.

Gen/Alelo Iniciadores Secuencia de nucledtidos Tamafio Referencia
vacA Atherton JC
y cols. 1995
s VA1-F 5ATGGAAATACAACAAACACAC3 259
VA1-R 5CTGCTTGAATGCGCCAAAC3
s2 VA1-F 5ATGGAAATACAACAAACACAC3 286
VA1-R 5CTGCTTGAATGCGCCAAAC3
s1a SS1-F° 5'GTCAGCATCACACCGCAACY 190
s1b SS3-F° 5AGCGCCATACCGCAAGAG3’ 187
sic P3s1 5GGGCTATTGGTTAGCATCAC3
P4s1 5GCTTTAGTAGGGCTATTGGT3
m1 VA3-F 5GGTCAAAATGCGGTCATGG3’ 290
VA3-R 5CCATTGGTACCTGTAGAAAC3
m2 VA4-F 5GGAGCCCCAGGAAACATTG3 352
VA4-R 5 CATAACTAGCGCCTTGCACY
cagA
cagA 349 | F1 5GATAACAGGCAAGCTTTTTGAGG3’ 349 Tummuru y
cols. 1993
B1 5 CTGCAAAAGAATGTTTGGCAG3
cagA CAG1 5ACCCTAGTCGGTAATGGGTTA3 Yamaoka y
region 3’ cols. 1998
CAG2 5GTAATTGTCTAGTTTCGC3 450-850
BabA2 Pride y
cols. 2001
B1998(F) 5GCTTGCCAGCGCTCAACC3’ 800
B1999 (R) | 5GTTAAGCGAGCATGCCTTGY
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Tabla 2. Cepas de H. pylori utilizadas como controles en la PCR de los genes

vacA, cagA 'y babA.

Cepas de referencia

Genlalelo 26695 | J99 8822 8823 84183 Tamafio, pb
cagA + + - + + 349
babA2 - + 800
vacA s1a + - - + - 259
vacA s1b - + - - + 259
vacA si1c - - - - -

vacA s2 - - + - - 286
vacA m1 + + - + 570
vacA m2 - - + - 645

Mediciones en el hospedero

A las muestras de los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion se les efectuaron las siguientes mediciones basales: Una biopsia de
antro se proceso para cultivo de H. pylori, una biopsia de antro y una de cuerpo se
fijaron en formalina al 10% y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes
seriados y un corte de cada biopsia se procesd para estudios histologicos
incluyendo la identificacion de H. pylori, la cuantificacion de la magnitud,
progresion de los cambios histopatolégicos gastricos. La gastritis se clasifico de

acuerdo al sistema Sydney modificado (Pride et al, 2001).
En las muestras negativas se realiz6 tincion de plata para confirmar el resultado.

Anticuerpos contra extracto total. Para medir anticuerpos contra antigeno de
extracto total se uso6 una técnica previamente descrita (Camorlinga M et al 1998) el
antigeno se utiliz6 en una concentracion de 1 ug/pozo con amortiguador de
carbonatos (pH 9.6), se adicion6 a una placa de 96 pozos y se incubd toda la
noche. Después de la incubacién se bloqueo la superficie con gelatina al 0.5% en
solucion reguladora de fosfatos con Tween 20 (PBST) durante 3 h a 37°C,
posteriormente se lavo tres veces con PBST y se agregaron los sueros problema a

una dilucion final de 1:1000. En cada placa se incluyd por cuadruplicado sueros
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positivos y negativos. Las placas se incubaron por 1 h a 37°C. Se agregd un
anticuerpo monoclonal anti- Ig G humano acoplado a fosfatasa alcalina a una
dilucion de 1:1000. Se incubd una hora y se agrego el sustrato pNPP a una
concentracion de 1 mg/ml en regulador de dietanolamina pH 9.8. Se leyo la

absorbancia a 405 nm.

Determinacion de anticuerpos contra CagA

Para medir anticuerpos contra CagA se agregdé CagA recombinante en
placas de 96 pozos a una concentracién final de 0.5 ug/ pozo, se incubé toda la
noche a 4°C, se lavé con PBST y se bloqued con leche descremada al 2.5%, se
incubd una hora a 37°C y se adicionaron los sueros problema a una dilucion de
1:400, se incubd una hora a 37°C. Posteriormente se adicion6 el anticuerpo
secundario anti IgG humana acoplado a fosfatasa alcalina. Se incubé una hora y
se agrego el sustrato pNPP a una concentracion de 1 mg/ml en regulador de

dietanolamina pH 9.8. Se ley6 la absorbancia a 405 nm.

Los resultados se dieron en unidades ELISA.

Polimorfismos en genes del cromosoma 6

Se tipificaron 28 alelos de HLA clase Il en DNA de 14 pacientes de los

diferentes grupos de estudio.

Extraccion de DNA

La extraccién del DNA de pacientes y lineas celulares se efectué por la
microtécnica de salting-out. Para esta técnica a cada paciente se le extrajeron 5 mli
de sangre periférica anticoagulada con EDTA. De la sangre se separ¢ el paquete
de células blancas utilizando un gradiente de Ficoll (marca) y se congelaron a -20
°C hasta su uso. Tanto las células blancas como una suspension de células
control para cada alelo (ver mas adelante) se procesaron para extraccion de DNA.
La concentracion y calidad del DNA obtenido se evalué6 mediante cuantificacion
espectrofotométrica. Las muestras se llevaron a una concentracion de 200 ng/ul y

se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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Estandares de DNA para los diferentes alelos.

Como controles internos en los ensayos, asi como en la elaboracion de las
referencias marcadas con fluoresceina para la tipificacion de los alelos HLA-clase
Il se utilizd DNA de células de un panel de 25 lineas celulares B-linfoblastoide
propuestas como estandares internacionales para cada uno de los alelos a
estudiar, por el 12™ International Histocompatibility Workshop (IHW), La
elaboracidon de las cadenas de referencia marcadas con fluorescencia (FLR) se
realiz6 mediante la reaccion de PCR. EI DNA se extrajo a partir de lineas celulares
homocigotas y se realizé el PCR usando los iniciadores especificos para cada
gen, con la diferencia que uno de los iniciadores fue marcado con fluorocromo

Cy5 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

Para HLA- DQB1 se utilizaron dos DQB1*0603 (OMW) y DQB1*0604 (WT47)
como referencias respectivamente (Wewer V et al 2001).

Analisis Estadistico

Inicialmente se procedid a realizar una base de datos para asentar los
resultados y se utilizd estadistica descriptiva para el analisis de resultados. Para
medir el grado de asociacién se utilizé estadistica de ¥? y razén de momios con

intervalos de confianza de 95%. El analisis se realizé con el programa de Spss.

Infraestructura disponible

En la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias contamos con la infraestructura en equipo e instalaciones necesarios,
para la realizacién del proyecto. Asi como, con personal con la experiencia y
conocimientos adecuados. Dentro de las instalaciones del Centro Médico Nacional
contamos con dos centrales de instrumentos, pertenecientes a la Coordinacion de
Investigacion en Salud, en las que puede realizarse PCR de tiempo real,
citometria de flujo, secuenciaciéon de DNA, microscopia de fluorescencia y analisis
de microarreglos. Ademas, la participacion de investigadores de otras unidades
de investigacion del Centro Médico Nacional, con gran experiencia en sus

respectivas areas, reforzara este proyecto.
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RESULTADOS:

En este estudio, se incluyeron en total 59 pacientes pediatricos, con
indicacion de endoscopia digestiva superior, de los cuales 32(54.2%) fueron del
sexo femenino, el promedio de edad de los varones incluidos en el estudio fue de
8.6 con un intervalo de 3 a 16 anos, los pacientes del sexo femenino tuvieron un

promedio de edad de 9.96 con un intervalo de 3 a 16 anos.

Tabla 1.- Diagnésticos mas frecuentes en el grupo estudiado.

Diagnostico No de H. pylori +
pacientes(%) No.(%)
DACR 36(61%) 15(71.4%) 21(55.3%)
ERGE 6(10.1%) 1(4.8%) 5(13.2%)
Diarrea Cronica 3(5.1%) 0 3(7.9%)
Dispepsia 3(5.1%) 2(9.5%) 1(2.6%)
Otros 11(18.7%) 3(14.3%) 8(21%)
Total 59(100%) 21(100%) 38(100%)

DACR.- Dolor Abdominal crénico recurrente, ERGE.- Enfermedad por Reflujo
Gastroesofagico.

En la tabla 1 se describe el diagndstico por el que ingresaron al Servicio de
Gastroenterologia del Hospital de Pediatria el grupo de pacientes incluidos en el
estudio, también se sefala el numero y porcentaje de pacientes infectados y no

infectados con H. pylori en cada diagnéstico.

La tabla 1 muestra la frecuencia encontrada de infeccion por H. pylori y
observamos que de 59 pacientes incluidos en el estudio 35.6% estaban
infectados. Entre los nifios estudiados, el diagnostico mas frecuente fue dolor
abdominal crénico recurrente en 36/59 casos (61%), de estos 15/21(71.4%)
estuvieron infectados con H. pylori, con ERGE hubo seis pacientes, uno con
infeccion (16.7%) y el resto no infectados, la dispepsia se diagnosticé en tres
casos y dos presentaron la infeccidén (9.5%). De los tres pacientes que resultaron
positivos dentro del rubro de otras enfermedades, tuvieron el diagndstico de

acalasia, estenosis esofagica y malabsorcion respectivamente.
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Tabla 2.- Métodos de diagndstico utilizados para determinar la infecciéon por
H. pylori en pacientes pediatricos con indicacion de endoscopia digestiva
superior.

No(%) Hombres  Mujeres  Media de Edad en arios

Cultivo 10 4 6 10.3
(16.949%)

Serologia 9 (15.25%) 3 6 11.22

Histologia | 17 (28.81%) 7 10 11.17

La tabla 2 muestra los tres métodos estudiados, donde se encontré que 21/59
pacientes resultaron positivos al menos por uno de los métodos utilizados. En la
poblacion estudiada se obtuvo una prevalencia del 35.6%, considerando como
infeccion los pacientes positivos por cualquiera de los 3 métodos utilizados. Todos
los positivos por histologia, fueron positivos por cultivo, excepto un paciente que

fue positivo por histologia pero negativo por cultivo.

En cuanto a los resultados de la serologia tres fueron positivos solamente por este
método, otros tres lo fueron por los tres métodos diagndsticos y tres positivos por
serologia e histologia. El promedio de edad de los pacientes positivos a H. pylori

por cualquiera de los métodos fue similar como se observa en la tabla 2.

Durante la endoscopia realizada a los pacientes el diagndstico mas frecuente fue
Gastritis antral nodular, no observamos diferencias significativas entre los nifios
infectados o sin infeccién. No se observo ulcera gastrica o duodenal en todo el
grupo de pacientes estudiados. El 33.3% de los pacientes infectados y el 36.8%

de los no infectados mostraron una endoscopia normal.
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Tabla 3.- Hallazgos histolégicos en las biopsias de antro de los ninos
estudiados.

ANTRO, No.(%) |

H. pylori + H. pylori -
Infiltracién de células No (%) No (%)
mononucleares
Normal 1(4.7) 18(47.4)"
Leve 3(14.3) 17(44.7)"
Moderada 16(76.2) 3(7.9)"
Severa 1(4.7) 0
Presencia de neutréfilos
Normal 2(9.5) 32(84.2)"
Leve 10(47.6) 6(15.8)
Moderada 9(42.9) 0
Severa 0 0
Presencia de Metaplasia 0 0
Presencia de Atrofia 0 0
Presencia de Nodulos
linfoides
Presentes 13(61.9) 3(7.9)’
Densidad de H. pylori
Leve 8(38) 0.0
Moderado 4(19) 0.0
Severo 5(24) 0.0
Ausente 4(19) 38(100)

Por x* Hp+ vs Hp-. '. p<0.001; p=0.008

En la tabla 3, se muestran los resultados del estudio histopatoloégico de acuerdo a
la clasificacion de Sydney. Observamos que los nifios infectados con H. pylori
presentaron infiltracién de células mononucleares moderada en la mayoria de los
casos. Los nifos sin infeccidén presentaron infiltracion leve o normal en la mayoria

de los casos.

La presencia de neutréfilos fue leve o moderada en la mayoria de los nifios
infectados, mientras que los nifios sin infeccion no mostraron actividad en la

mayoria de los casos estudiados (84.2%).

Fue interesante observar que la presencia de nddulos linfoides fue mas frecuente

en los nifos infectados que en los nifios sin infeccidon (61.9% vs 7.9%).
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En el grupo de nifios incluidos en el estudio no se observo la presencia de
metaplasia o atrofia. La densidad de H. pylori en las biopsias fue leve en la

mayoria de los pacientes infectados 8 (38%).

Tabla 4.- Caracteristicas genotipicas de las cepas de H. pylori aisladas de los
ninos infectados

GENOTIPO FRECUENCIA

cagA No.(%)
(-) 3(42.85%)
(+) 4(57.15%)
babA

(-) 4(57.15%)
(+) 3(42.85%)
vacA

s1 1(14.2%)
s1m1 2(28.6%)
s1m?2 2(28.6%)
s2m?2 2(28.6%)
cagA/babA/vacAs1m1

(+) 2(28.6%)
cagAl/vacA

(+) 4(57.15%)

Como se observa en la tabla No 4, de los 10 pacientes que fueron positivos por
cultivo se aislaron siete cepas de H. pylori de las cuales cuatro fueron cagA +, tres
babA + y las siete fueron vacA + mostrando diferencias en los alelos de vacA.
Solamente 2/7 cepas tuvieron los tres factores de virulencia mas asociados a
enfermedad (cagA+/babA+/vacA s1m1) y 4/7 mostraron la asociacion
cagA+/vacA+. De los dos pacientes con la asociacion cagA+/babA+/vacA s1m1,
uno se reporté endoscoépicamente normal, pero con gastritis crénica moderada con
actividad leve, sin presencia de nddulos linfoides y con densidad leve de H. pylori,
mientras que el otro paciente se observo con gastritis antral nodular y con los
mismos hallazgos histopatologicos que el anterior excepto por la presencia de

nodulos linfoides.

De los cuatro con la asociacion cagA+/vacA+ uno (cagA+,babA+,vacAs1,m1) se

reportd con endoscopia normal, otro con pangastritis erosiva de predominio antral
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(cagA+,babA+,vacAs1), ambos con gastritis cronica moderada con actividad leve y
una densidad leve de H. pylori, el primero sin la presencia de nédulos y el segundo
con nodulos positivos, dos con gastritis antral nodular, uno (cagA+,vacAs2m?2)
con gastritis cronica moderada y actividad leve con presencia de nddulos y
densidad severa de H. pyloriy el otro (cagA+,vacAs1m1) con gastritis crénica leve
con actividad leve, con presencia de nodulos linfoides y una densidad moderada
de la bacteria.

Tabla 5.-Frecuencia de alelos de HLA-DQB1 en pacientes pediatricos

mexicanos con infeccién por H. pylori.
DQB1 H. pylori + H. pylori - |

0201 1 (0.036) 1(0.036)
030101 5 (0.18) 4(0.14)
0302 1(0.036) 4(0.14)
0402 0 4(0.14)
050101 3(0.10) 2(0.071)
0602 0 1(0.036)
0604 1(0.036) 1(0.036)
Total 11(0.39) 17(0.61)

En la tabla 5, se presenta la frecuencia de los alelos de HLA-DQB1 encontrados
con mayor frecuencia entre los 28 alelos estudiados en el DNA de leucocitos de
nifos infectados y no infectados con H. pylori Los resultados fueron obtenidos de
14 pacientes.
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DISCUSION:

La infecciéon por H. pylori es una de las mas comunes en el humano,
actualmente esta claro que la infeccion se adquiere durante la infancia, mucho se
ha publicado acerca de la prevalencia de esta bacteria, la cual varia enormemente
al comparar a los paises industrializados con los paises en vias de desarrollo con
una prevalencia de los primeros tan baja como 10% hasta una prevalencia tan alta
de 80% de estos ultimos(Torres 2002).En nuestro estudio encontramos una
prevalencia en general de 35.6%(21/59) en pacientes con indicacion de
endoscopia digestiva superior, cifra que se mantiene constante en comparacion
con lo reportado por Yanez et al(2000) en un estudio previo realizado en nuestro
hospital, Wong et al (2005) también reportaron que la prevalencia en pacientes
Chinos sometidos a endoscopia no disminuyé en un periodo de 7 afos (1997-
2004), lo cual contrasta con la tendencia actual en la disminucion de la infeccion
por esta bacteria tanto en paises induastrializados como lo indica Jacobson et al
(2005) en un estudio realizado en Canada , asi como también en zonas
urbanizadas de paises en vias de desarrollo como sucedié en Sao Paulo, Brasil
(Kawakami et al 2004).

En el grupo de nifos incluidos en este estudio, encontramos que la principal
indicacion de endoscopia digestiva superior fue DACR (61%), son muchos los
estudios que han tratado de mostrar la asociacién entre H. pylori y DACR teniendo
resultados controversiales, en estos se han reportado prevalencias tan altas de
hasta 75% (Haffez et al 1999) lo cual es muy similar a lo que reportamos en
nuestro estudio donde la prevalencia en los pacientes con el diagndstico de
DACR fue 71.4%, sin embargo otros estudios han publicado prevalencias tan
bajas de hasta 17.5% (Chen et al 2001), es de importancia también hacer notar
que un numero significativo de pacientes con DACR 58.3% fueron negativos a la
infeccion por H. pylori lo que sugiere que el papel de la bacteria continua siendo

poco claro en esta entidad.
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Durante el desarrollo del estudio, entre los pacientes infectados por H. pylori, no
se reportaron casos con ulcera gastrica y/o duodenal lo cual concuerda con otros
reportes de los estudios realizados en poblaciones pediatricas, en donde la
enfermedad severa secundaria es muy rara y es diferente a los reportes de
estudios en nifios de Japon y Brasil o reportes de la poblacion adulta donde la
incidencia de estas dos entidades es alta. Estos resultados pueden deberse a que
en nuestro estudio s6lo ingresaron a endoscopia tres pacientes con sintomas de
dispepsia, o bien podria deberse a factores individuales de respuesta del
hospedero, asi como también el genotipo de las cepas de H. pylori que infectan a

las diferentes poblaciones.

Los métodos invasivos (endoscopia) se han considerado como el estandar de oro
para el diagndstico de H. pylori, ya que permiten detectar la bacteria en el cultivo o
visualizarla directamente por histologia, sin embargo, en la literatura se ha
cuestionado el uso de la endoscopia para el diagnostico de H. pylori ya que la

presencia de Ulceras y cancer es muy baja en la poblacion pediatrica.

En nuestro estudio encontramos que por medio de la histologia se diagnosticaron
el mayor numero de pacientes con la infeccidon y ademas coincidié con nueve de
los 10 pacientes detectados por cultivos y en seis de los nueve por serologia, por
lo que la toma de biopsias para cultivo e histologia en pacientes con indicacion de
endoscopia digestiva superior sigue siendo una herramienta valiosa no sélo en el
diagnostico de la bacteria, sino también al tener la bacteria crecida se puede
determinar el genotipo de la misma . Asi mismo la histologia permite evaluar el

grado de inflamacién provocada por la infeccion.

El cultivo es un método con poca sensibilidad ya que el establecimiento de H.
pylori en el estomago no es homogéneo, se localiza en parches, por lo que en los
casos con poca colonizacidon se requeriria un numero grande de biopsias de

diferentes regiones del estomago para lograr su cultivo.
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Cuando analizamos los resultados de histopatologia, pudimos observar que el
grado de infiltracion mononuclear y de polimorfonucleares fue de leve a moderado
en casi todos los casos de infeccion por H. pylori. Mientras que en las biopsias de
los nifios sin infeccion, se observaron con mas frecuencia biopsias sin infiltrado
inflamatorio, estos hallazgos son diferentes a lo observado en adultos donde la
presencia de H. pylori favorece un infiltrado inflamatorio de moderado a severo y
es muy dificil encontrar mucosa gastrica normal en adultos infectados
(Camorlinga, 2003). La presencia de nddulos linfoides correlacioné de manera
significativa con la presencia de la bacteria al compararlo con las biopsias de los
nifios sin infeccion, lo cual concuerda con lo reportado en un estudio realizado
previamente en nuestro hospital. Durante el desarrollo del estudio no se reportaron
pacientes con atrofia, ni metaplasia reforzando lo reportado anteriormente en la
literatura de que estas lesiones son raras en los pacientes pediatricos (Drumm et
al.) y que probablemente sea la exposicion a largo plazo con la bacteria lo que
permita que se desarrollen estas condiciones (Correa et al 1990, Dimitrov et al
20006).

En los estudios realizados en adultos se ha establecido la importancia de los
genes de virulencia de H. pylori, cagA, babA y vacA, ya que se ha demostrado su
influencia en el desarrollo clinico de la infeccidn asociandose a la presencia de
enfermedad ulceropéptica y cancer gastrico. Sin embargo, pocos son los estudios
que han estimado la prevalencia y el impacto de los factores de virulencia en los
pacientes pediatricos. En nuestro estudio encontramos que de los 10 pacientes
en los que pudimos aislar H. pylori por cultivo, 7 se caracterizaron
genotipicamente, se encontré que la prevalencia de la cepas cagA positivas fue en
4/7 (57.15%) lo cual va de acuerdo a lo reportado por Husson et al 1995 y Gzyl et
al 1997 con un rango de 40 a 80% respectivamente, estas mismas cuatro cepas
tuvieron la asociacion cagA/vacA y dos tuvieron los 3 factores de virulencia
cagA/babAl/vacA, debido al numero tan bajo de la muestra de cepas aisladas no
se pudo correlacionar en busca de significancia estadistica con el grado de

inflamacion histoldgica, sin embargo todos los pacientes mostraron algun grado de
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inflamacion crénica: 3 moderada y 1 leve, todas con actividad leve, tres con
presencia de nodulos y la densidad vari6 de leve a severa. Por otra parte es
importante mencionar que 3/7 (42.85%) se reportaron como cepas cagA
negativas, estos pacientes presentaron inflamacién crénica moderada y ndédulos
linfoides, dos con actividad moderada y uno con actividad leve. Estos resultados,
contrastan con la mayoria de los estudios realizados en nifios donde el grado de
dafio histologico segun la clasificacion de Sydney es mayor en los pacientes con
cepas cagA positivas, (Luzza et al 2002, Korzon et al 1999, Kolho et al 1999, Gallo
et al 2003, Elitsur et al 1999.) excepto en el estudio realizado por Lopes et al 2006
donde no hubo diferencia entre ambos. Es necesario ampliar nuestro numero de
muestras para tratar de establecer los factores de virulencia de H. pylori que
predominan en la poblacion pediatrica mexicana, lo cual nos permitiria saber si la
presencia de los genes cagA, vacA y babA estan relacionados con el desarrollo de
enfermedad en este grupo de edad como se ha visto que ocurre en los adultos
(McColl et al 1997, Parsonnet et al 1997 ,Blaser et al 1995.)

Los antigenos de Histocompatibilidad se encuentran localizados en el MHC, son
un grupo de genes con un gran polimorfismo y se encuentran localizados en el
brazo corto del cromosoma 6 y su importancia radica en el reconocimiento y
control de ciertas reacciones inmunes, la asociacion entre estos antigenos e
infecciéon con H. pylori se ha tratado de determinar en poblaciéon adulta. En los
adultos se ha reportado una asociacién positiva entre los alelos DQB1 0401 y
0301 con la presencia de gastritis atréfica y cancer gastrico respectivamente
(Sakai et al 1999, Lee et al 1996), ademas Goepfert et al 2003 reportaron
asociacion entre el primero con gastritis crénica e infeccidbn con H. pylori en
pacientes mexicanos. Pérez et al, 2007, en un estudio realizado en nuestro pais
demostraron la asociacién de los alelos DQB1 0401 y 0501 con cancer gastrico,
sin embargo no existen este tipo de estudios en poblacion pediatrica, durante el
desarrollo de nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los alelos DQB1 e infeccion con H. pylori al compararlo con los

pacientes sin infeccion, sin embargo los alelos 0301 y 0501 se presentaron con
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una frecuencia similar, entre los pacientes infectados y no infectados. Por lo que
no pudimos establecer una asociacién verdadera que pudiera tener implicaciones
futuras como riesgo o proteccién de los nifios con los alelos asociados a cancer en

los adultos.

Se necesita un mayor numero de pacientes para poder establecer la prevalencia
real de los factores de virulencia de H. pylori (cagA,babA y vacA) en nuestro
medio, al igual que para determinar si los alelos de HLA DQB1 son diferentes

entre los pacientes con y sin infeccion.
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CONCLUSIONES:

1. Los nihos con indicacion de endoscopia superior del Hospital de
Pediatria del CMN Siglo XXI mostraron una prevalencia de infeccion
con H. pylori de 35.6%, similar lo reportado en estudios anteriores en
el mismo hospital.

2. La gastritis antral nodular fue un hallazgo endoscépico frecuente en
los pacientes infectados con H. pylori, mientras que la ausencia de
ulcera gastrica y duodenal confirma la baja prevalencia de estas dos
entidades en la poblacién pediatrica.

3. La asociaciéon entre DACR e infeccion por H. pylori sigue siendo
controversial.

4. El mayor grado de infiltracion mononuclear y de actividad, asi como la
presencia de nodulos linfoides en las biopsias de los pacientes
infectados con H. pylori en comparacion con los no infectados
remarca el papel de la bacteria como una de las principales causas de
inflamacién gastrica.

5. Las biopsias de los nifnos infectados con cepas cagA+ vacA+babA2+
en comparacion con las de nifnos infectados con cepas cagA
negativas presentaron similares grados de inflamacién y actividad.

6. No se observaron diferencias significativas en la expresion de los
alelos de HLA DQB1 estudiados entre los pacientes infectados y no
infectados con el bacilo. El alelo 0402 unicamente se encontré en los

ninos no infectados.
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a
’ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
IMSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y
PARASITARIAS.

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Mexico, D.F. a de de 200

IDENTIFICAQION DE FACTORES DEL HOSPEDERO Y LA BACTERIA ASOCIADOS A
LA INFECCION CON Helicobacter pylori EN NINOS INFECTADOS EN COMPARACION
CON NINOS NO INFECTADOS

Helicobacter pylori es una de las bacterias mas comunes en el hombre. La infeccién se
adquiere en la nifiez y causa una infeccion cronica a lo largo de la vida. Aun no se conoce
si hay diferencia genéticas entre los individuos infectados con la bacteria y los no
infectados. Existen algunas variantes de la bacteria que pueden condicionar el desarrollo
de diferentes enfermedades.

Objetivo: Evaluar factores de virulencia de Hp, factores genéticos y de respuesta
inmune, en nifios infectados y no infectados con Helicobacter pylori.

Participacion. Se solicita la participacion en el estudio anteriormente descrito con el
objeto de conocer algunas caracteristicas genéticas, inmunologicas del paciente y
caracteristicas de virulencia de la bacteria H pylori para lograr esto se tomaran entre 3 a
Sml de sangre venosa del paciente y 2 biopsias mas de antro y 1 de cuerpo del estomago.
Beneficios: Este procedimiento confirmara el diagndstico y permitira saber que tipo de
bacteria esta causando la infeccién de mi hijo, lo que permitira darle un mejor tratamiento.
Ademas proporcionara conocimientos sobre la enfermedad asociada a H pylori en nifios,
esto ayudara a desarrollar nuevos tratamientos y vacunas para eliminar o prevenir la
infeccion.

Posibles dafhos: Se puede presentar dolor de unos segundos en el brazo, en el momento
de tomar la sangre o se puede producir un pequefio hematoma que desaparece por si
solo. Los riesgos asociados a la endoscopia incluyen sangrado. Pero esto es muy raro
que ocurra.

Los investigadores me han informado que recibiré informacion detallada sobre cualquier
duda que tenga en cualquier momento del estudio, aun cuando esta informacién me haga
cambiar de opinion y decida abandonar el estudio. Entiendo que estoy en mi derecho de
que mi hijo abandone el estudio y esta decisién no afectara en nada la atencién que
recibo por parte del IMSS.

También se me ha informado que la identidad de mi hijo, seran confidencial todo el tiempo
y no se divulgara en ningun tipo de publicacién.

Investigador responsable: M. en C. Margarita Camorlinga Ponce

Tel. 56 27 69 00 ext. 22407

Nombre Firma

Padre o tutor del paciente

Testigo

Testigo
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