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RESUMEN

Se ha estimado que el 50% de la poblacion mundial se encuentra infectada por
Helicobacter pylori. Esta bacteria ocasiona gastritis crénica, Ulcera péptica y cancer
gastrico entre otras, siendo los factores de virulencia vacA y cagA, determinantes en el
desarrollo de estas patologias. El objetivo de este estudio fue determinar la distribucién de
las variantes alélicas s1, s2, ml1 y m2 del gen vacA y el gen cagA, en biopsias
provenientes de pacientes mexicanos con gastritis cronica. Se analizaron por cultivo 81
muestras gastricas de los pacientes enfermos. Helicobacter pylori fue detectado por PCR
anidado vy los alelos de vacA y el gen cagA fueron identificados por PCR multiplex. Los
resultados obtenidos mostraron que el 40.7% (n=33) de los pacientes resulté positivo a
Helicobacter pylori, de los cuales el genotipo vacA se detectd en el 100% de las cepas (n
= 33) y el genotipo cagA en el 18.74% (n = 6). Las frecuencia de asociacidon mas elevada
de los alelos de vacA con cagA fue para vacA sl/vacA ml con el 54.5% (n =18), seguido
de vacAsl/vacA m2 con el 15.5% (n = 5), vacAs2/vacA ml1/ cagA con el 9.0% (n = 3),
vacA s2/ vacA m2 con el 9.0% (n = 3), vacA s2/ vacAml con el 6.0% (n = 2), vacA
sl/vacA ml/cagA con el 3.0% (n = 1) y vacA s2/ vacA m2/cagA con el 3.0% (n = 1). El
18.8% de las cepas de H. pylori aisladas de los pacientes enfermos pertenecieron al tipo
1 (vacA/cag A") y el 81% al tipo tipo 2 (vacAlcag A). La elevada frecuencia y asociacion
de los genotipos vacA (s1,s2,m1y m2) y cagA identificados en las cepas de Helicobacter
pylori, evidencid la virulencia y lo agudo de las infecciones por este microorganismo, por
lo que fue necesario iniciar el tratamiento médico correspondiente, sobre todo en

pacientes con riesgo de desarrollar cancer gastrico



|. INTRODUCCION
1. Helicobacter pylori.
1.1 Descubrimiento de H. pylori

Desde los inicios del siglo XX se habian tenido reportes de un
microorganismo en forma de espiral que infectaba los estbmagos de
animales, estas observaciones fueron realizadas por Bizozzero, un
conocido anatomista que describié a H. pylori en 1893". Sin embargo
fue hasta 1979 cuando Robert Warren observé por vez primera la
presencia de bacterias con forma curva en biopsias de pacientes con
gastritis cronica, asociando la inflamacién de la mucosa gastrica con la
bacteria. En 1981 Barry Marshall se une a la investigacion de Warren y
fue en el siguiente afo cuando comenzaron un estudio con
endoscopias de pacientes para tratar de cultivar la bacteria, hasta que
por una cuestion accidental en 1982 logran aislar y cultivar el
organismo por primera vez, en el Hospital Royal Perth de Australia®

(Figura 1).



Figura 1. Warren (izquierda) y Marshall (derecha) en su laboratorio de Perth Australia.

En los primeros estudios realizados con esta bacteria se describio
como un organismo semejante a Campylobacter spp, esto debido a
que las condiciones de cultivo y crecimiento eran muy similares a las
de este género, ademas de su apariencia en las tinciones de Gram y
del requerimiento microaerofilico, por lo que se le denomind
Campylobacter pyloridis. Sin embargo existian caracteristicas atipicas

como la presencia de 4-6 flagelos y la carencia de filamentos axiales.

Posteriormente estudios moleculares comparativos mostraron las
diferencias en la secuencia de RNAr, la produccion de ureasa y
composicion de acidos grasos, lo que llevo a la proposicion del nuevo

género Helicobacter.




1.2 Caracteristicas generales de H. pylori

H. pylori es un bacilo Gramnegativo, en forma de S o espiral, mide 0.3-
1.0 ym de ancho y 1.5-5.0 uym de largo, es un organismo
microaerofilico (O, 5%, CO, 10% y N, 85%), lo que lo ubica como un
organismo menos tolerante al oxigeno que la mayoria de las especies
de Campylobacter. Movil debido a la presencia de 4-6 flagelos en un
polo, esta caracteristica que aumenta su patogenicidad (Figura 2). H.
pylori puede crecer en distintos medios soélidos que estén
suplementados con suero y sangre de caballo. La temperatura éptima

para su cultivo es de 30 a 37 °C.

Figura 2. Helicobacter pylori



Las colonias de H. pylori son pequefias (2 a 5 mm), el color va de
traslucido a amarillento (Figura 3), en cultivos frescos la bacteria es
pleomorfica pero la mayoria tiene formas definidas en “U”, mientras
que en cultivos con mas de 12 dias se veran formas cocoides dificiles

de aislar e identificar.®

H. pylori es positivo para la oxidasa y catalasa. La oxidasa inhibe la
secrecion de acido gastrico y protege al organismo de radicales libres,
mientras que la catalasa es una enzima que protege a la bacteria de
la accion fagocitica de los neutrdfilos*, ambas enzimas son

fundamentales para su identificacion.

wAav.hclicobactarspain.com

Figura 3. Helicobacter pylori, las colonias presentan aspecto brillante y transparente.




1.3. El genoma de H. pylori

El tamafno del genoma de H pylori es de 1,608 a 1,727 Kb
dependiendo de las caracteristicas de cada cepa, tiene un contenido
G+C de 35-40%. Actualmente existen un total de tres genomas
secuenciados de H pylori, el genoma de la cepa 26695 que incluye
1,587 genes fue aislada en el Reino Unido en 1987, el genoma de la
cepa J99 que incluye solo 1,491 genes®® aislada en Estados Unidos
en 1994 y la cepa HPAG1 aislada en Suecia en 2006 con un genoma
1,596,366 pb. Se han reportado 43 genes especificos de esta cepa’
(Figura 4). A pesar de que los aislados de H pylori presentan
secuencias genomicas conservadas existe un rango de variabilidad
genética que incluye cambios en la secuencia de nucledtidos y
variabilidad en el orden de los genes.® Esta alteracién ha sido atribuida
a reacomodos geneéticos rapidos dentro de la bacteria debido a la
recombinacion entre las mismas cepas de H pylori que se encuentran
colonizando el estobmago del huésped. Otro factor relevante son las
deleciones del genoma dadas las secuencias repetidas que permiten
los rearreglos®®. Una de las caracteristicas mas relevantes es la
presencia de transposones denominados IS605 e IS606, la primera ha

sido asociada a genes de virulencia y es justamente en esta seccion

7



en donde se encuentran diferencias entre los 2 primeros genomas

secuenciados (Figura.5).
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Figura 4. Genoma de HPAGL1 aislado de un paciente con gastritis atrofica crénica (arriba),

y genoma J99 (abajo).
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Figura 5. Elementos de insercion en los 1S605 e 1S606, identificados en las cepas de H
pylori 26695 y J99. La cepa J99 no contiene la copia completa del elemento 1S605
mientras que la cepa 26695 contiene 5 copias completas. Ambas cepas contienen copias

completas del elemento 1S606.



1.4 Patogénesis y Factores de virulencia

La capacidad de H. pylori para causar enfermedad se encuentra
asociada a la expresidon de factores de virulencia que le permiten, la
colonizacion del estbmago de su hospedero, dafio a los tejidos, pero
sobre todo la sobrevivencia de la bacteria. La ureasa, el flagelo, las

adhesinas, son algunos de estos factores esenciales' .

1.4.1 Ureasa

La ureasa presenta un papel central en la colonizacion y persistencia
de H. pylori en la mucosa gastrica ya que crea un microambiente
alcalino en el estomago, ademas esta enzima es utilizada para la
identificaciéon y seguimiento durante el tratamiento contra esta
bacteria.”® La enzima es codificada por un grupo de siete genes
denominados desde ureA a ureG, los dos primeros genes ureA y ureB,
gue se encuentran presentes en todas las cepas de H. pylori, codifican
para un par de subunidades de 26.5 y 60.3 KDa respectivamente
(Figura 6), el sitio activo de esta enzima se encuentra en la subunidad
ureB y requiere de niquel para su activacion, el resto de los genes son

considerados genes accesorios'*"?.
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La ureasa también participa en el reclutamiento de neutréfilos y
monocitos al sitio de infeccién, activando la produccién de citocinas
proinflamatorias™. La mayoria de las personas infectadas con H. pylori
tienen una respuesta de anticuerpos contra la ureasa de la bacteria.
Un mutante negativo a ureasa aislado de una cepa de H. pylori | solo
presentd en 0.4% la actividad de la enzima, no colonizé ninguno de
los ratones a los que se administro, lo cual corrobora la importancia de

este factor para la colonizacion y sobrevivencia de la bacteria™

Fig. 6. La estructura de la ureasa en H. pylori ha sido dilucidada con la cristalizacién de

esta misma enzima proveniente de Klebsiella aerogenes y se ha propuesto que

presentan una estructura muy similar debido a la homologia entre las bacterias.

11



1.4.2 Motilidad

Esta caracteristica se la confieren los flagelos, estos le permiten
desplazarse a través de la mucosa gastrica, esta movilidad también le

permite no ser expulsado rapidamente por el hospedero.
1.4.3 Catalasa

Esta enzima es producida por todas las cepas de H. pylori, su masa
molecular aproximada es de 64 KDa, su funcion es degradar en
oxigeno y agua al perdxido de hidrogeno que se produce durante la

actividad fagocitica de las células polimorfonucleares (PMN)"™.
1.4.4 Adhesinas

Son estructuras lipoproteinicas altamente especificas que permiten a
la bacteria adherirse a la superficie de la mucosa gastrica, en el
genoma de H. pylori se identific6 a un grupo de 32 proteinas de
membrana externa, (OMP, outer membrane proteins), de las cuales se
identificaron como adhesinas a BabA (blood group antigen binding

adhesin), SabA (sialic acid binding adhesin), AlpA y AlpB'®'""8.

12



BabA. Participa en la adhesién de H. pylori a los antigenos de Lewis®
(Le®) de grupos sanguineos humanos, existen dos copias del gen
babA, la diferencia entre estos es el inicio de la region codificadora, la
region media de BabA es altamente variable, y puede ser la razén de
la variabilidad que tienen las cepas de H. pylori para unirse a los
antigenos de Le® in vitro. Se ha especulado que la expresion
bacteriana de Le* y Le’ los cuales son antigenos idénticos a los de la
mucosa gastrica pueden proporcionar camuflaje a H. pylori en este

nicho, particularmente en las primeras fases de la infecciéon',

SabA. La expresion de este gen esta regulada por la presencia de
dinucleotidos repetidos de CT en la region 5°del gen sabA,
dependiendo del numero de repetidos la proteina puede o no
expresarse. Esta proteina participa en la unién de H. pylori al acido

salicilico de los antigenos de Le*y Le". '

AlpA v AlpB. Los genes que codifican para estas adhesinas forman

parte de un operon denominado “alpAB” , las cepas que son mutantes

en estos genes presentan incapacidad para adherirse in vitro'’.
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1.4.5 Citotoxina vacuolizante VacA

La citotoxina vacuolizante (VacA), es uno de los factores de virulencia
mas ampliamente descrito esta se encuentra presente en todas las
cepas de H. pylori y es codificada por el gen vacA. El gen tiene dos

[{Pel)

tipos de alelos, para un péptido sefal “s” (s1 y s2) que esta asociado
con inflamacién y otro para la region media “m” (m1 y m2) que es
responsable del dafio al epitelio gastrico. Las cepas s1/m1 producen
mas citotoxinas y estan asociadas a mayor inflamacién mientras que
las cepas s2/m2 no inducen vacuolizacion. El 60% de las cepas tiene

el genotipo s1/m1 por lo que son capaces de expresar la citotoxina

activa e inducir la formacién de vacuolas en células HeLa y AGS®.

La sintesis de la proteina da como resultado una protoxina de 140
KDa de estructura oligomérica (Figura 7) que no presenta actividad, al
disociarse se convierte en una toxina de 87 KDa, el péptido sefal y el
dominio autotransportador, el péptido conduce a VacA hacia la
membrana citoplasmatica y el autotransportador la inserta en la

membrana externa®®
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Figura 7. Estructura oligomérica de VacA. Esta consiste en 6 o 7 “petalos” y un anillo

central prominente. Cuando VacA se expone a pH acidos o alcalinos se da la disociacion
en componentes monomericos.

Ademas de la vacuolizacion VacA es capaz de desorganizar el
esqueleto de las células epiteliales gastricas, inhibe la migracion y la
proliferacion celular impidiendo el proceso de regeneracion del epitelio
gastrico e induce apoptosis en ceélulas epiteliales mediante la
liberacién del citocromo C, forma canales selectivos al paso de iones e
inmunosuprime la respuesta adaptativa del huésped inhibiendo la

proliferacién de linfocitos T'.

De acuerdo al genotipo de vacA las cepas pueden agruparse de
acuerdo a su origen geografico, un estudio en Houston Texas mostro

que vacA s1 fue predominante en México, Espafa, Portugal, Centro y

15



Sudamérica mientras que el genotipo vacA s1b/m1 es el mas comun
en la poblacion afroamericana de Houston coincidiendo con previos
estudios que muestran el mismo genoma para sujetos de la raza negra

y en la mezcla de razas en Sudafrica®.
1.4.6 Isla de patogenicidad cag (cagPAl)

La isla de patogenicidad cag (cagPAl), es una region de 40 kb,
adquirida de manera horizontal e insertada en el gen de la glutamato
racemasa. Esta isla contiene alrededor de 27 a 31 genes que generan
un sistema de secrecion tipo IV el cual consiste en translocar proteinas
de virulencia a las células del hospedero®, otros genes relevantes son
cag E, cag G, cag H, cag |, cag L y cag M los cuales liberan citocinas
in vitro. En algunas cepas esta isla se encuentra como una unidad con
dos secuencias de insercion IS605 e 1S606, mientras que en otras se
encuentra separada en dos partes, cag | y cag Il, por el elemento de

insercion 1S605 (Figura 5).

cagPAl esta presente entre el 60% y el 80% de cepas estudiadas en
paises occidentales y asiaticos respectivamente, su importancia radica
en que diversos estudios han sugerido que la presencia de cagPAl

completa con el desarrollo de Glcera y cancer gastrico. %
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1.4.7 Gen asociado a la citotoxina A (cagA)

El gen cagA es uno de los 27 genes que se encuentran en cagPAl, se
localiza en el extremo 3" de la isla y es uno de los genes mas grandes,
su tamafo varia de 3,500-3,750 pb, la estructura del gen cagA tiene
una region sumamente conservada en el extremo Sy la region
variable en el extremo 3°, lo cual explica la variacion del peso
molecular de la proteina CagA (120-128 kDa), esto debido a la
presencia de secuencias repetidas de aminoacidos Prolina, Isoleucina,
Tirosina y Alanina, conocidos como motivos EPIYA presentes en la
region variable?®. Cuando H. pylori se adhiere a las células epiteliales
gastricas la proteina CagA es inyectada mediante el sistema de
secrecion tipo IV y traslocada al citosol donde es fosforilada por
células del hospedero por medio de cinasas c-SRC, al interior se
induce la sefalizacion para la expresion de una citocina moduladora
de la induccion y activacion de neutrofilos en la mucosa infectada y en
la sefializacion de factores de crecimiento®. Biopsias de pacientes
con dafos gastricos severos incluyendo gastritis cronica, ulcera
péptica y cancer gastrico presentan el gen cagA en el 90% de los
casos, estableciéndose una correlacion directa de la presencia del gen

con la patologia®”*®. Estudios seroldgicos han mostrado la distribucion
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de este gen en pacientes en todo el mundo, por ejemplo en Estados
Unidos y Holanda es del 80% y el 56%, respectivamente, en pacientes
con Ulcera, mientras que en Japdén y en China la seropositividad en

pacientes con cancer gastrico el porcentaje es del 90-94%2°.

Diversos estudios muestran una diferencia durante el desarrollo de la
enfermedad que se produce cuando se trata de una cepa cagA
positiva y su asociacion con vacA, ya que ambos factores de
virulencia aumentan el riesgo de que se presente gastritis severa,
metaplasia y cancer gastrico en comparacion con los pacientes que
presentan una cepa cagA negativa, sin embargo la ausencia de cagA

no afecta la patogenicidad de vacA®.
1.5 Epidemiologia

La prevalencia de la infeccion de H. pylori a nivel mundial es de mas
del 50% de la poblacion total y esta relacionada directamente con el
estatus socioeconomico, la limpieza, el sistema de salud y
hacinamiento, siendo las poblaciones de los paises subdesarrolladas

las mas afectadas (Figura 8)°".

No se ha encontrado diferencia de la prevalencia por H. pylori en

relacion al sexo, sin embargo si se ha establecido que la infeccion
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ocurre en la infancia, durante los primeros 6 meses de edad, en
ninos menores de 10 afos procedentes de paises en vias de
desarrollo es del 45-80% y del 1-10% en paises desarrollados, en
México el 50% de nifios de esta misma edad se encuentran
infectados. En adultos los porcentajes de infeccién de paises en vias

de desarrollo es del 70-90% y del 25-50% en paises desarrollados

33,34

En un estudio seroepidemiologico realizado en México en 1998 se
buscaron anticuerpos IgG especificos contra antigenos totales de H.
pylori por el método de ELISA, el total de muestras analizadas fue de
11,600 sueros procedentes de un banco de la Secretaria de Salud, las
muestras eran de todos los estados de la Republica Mexicana vy las
edades fluctuaban de los 0-98 afios. En nifios menores a 1 afno de
edad el 20% de los sueros resultaron positivos, alcanzando un 80% de

infeccion en los sueros de mayores de 25 afios™®.

Diversos estudios han propuesto que la adquisicion de H. pylori se da
por una via comun en una fuente ambiental, particularmente el agua y
los animales han sido implicados como una fuente potencial de
infeccion. Una vez adquirida la bacteria las vias de transmision de

esta pueden variar, sin embargo se sabe que es de persona a
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persona, particularmente de madres a sus hijos ya que se ha
reportado que el riesgo de que un nifo se encuentre infectado

aumenta 8 veces si la madre posee la bacteria *°.

Con el desarrollo y la aplicacion de nuevas técnicas como PCR
(Polimerase chain reaction), se ha detectado la bacteria en heces,
saliva, jugo gastrico y placa dental en pacientes positivos, sugiriendo

que la ruta de transmisién puede ser oral-oral u oral-fecal’’.

Figura 8. Distribuciéon de Helicobacter pylori a nivel mundial. Modificada de Helicobacter

foundation.
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1.6 Diagnostico de infeccion

Para la diagnosis de infeccion por H. pylori diversos métodos con
distintas caracteristicas han sido desarrollados, se han dividido en
invasivos y no invasivos. Las pruebas invasivas requieren de la
realizacion de endoscopia para la obtencion de biopsias gastricas
mientras que las no invasivas son determinaciones indirectas que no

requieren de endoscopia.

1.6.1 Pruebas invasivas

Cultivo. EIl cultivo de H. pylori a partir de biopsias gastricas permite
diagnosticar la infeccién con una especificidad variable, sin embargo
las ventajas de este método radican en las pruebas de sensibilidad a
antibioticos y la obtencion de cepas para su caracterizacion genética.
Para oOptimos resultados el procedimiento a seguir comienza con la
inoculacién en menos de dos horas en medio de transporte Stuart,
caldo de Brucella o solucion salina estéril, se homogeiniza la biopsia
y se siembra en medio de cultivo con sangre de caballo con o sin
antibioticos, en atmosfera microaerofilica a 37 °C. La identificacion de

la bacteria se hace de acuerdo a la morfologia colonial (Figura 3),
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tincion de Gram vy pruebas bioquimicas a ureasa, catalasa y

oxidasa®*1°,

Histologia. Las muestras obtenidas por endoscopia se tifien con
eosina y hematoxilina, esta prueba va a proveer informacién sobre la
presencia y severidad de la infeccidon de H. pylori, sin embargo la
posibilidad de reportar un falso negativo existe, esto depende del sito
anatomico donde se tomo la biopsia ya que la bacteria no se
encuentra distribuida uniformemente, en el antro central y antro distal
es donde se encuentra la mayor densidad mientras que en la region

del cuerpo existe la menor colonizacion®

Prueba rapida _de ureasa. Este es el método mas rapido para

determinar la presencia de H. pylori ya que la actividad de la ureasa se
puede medir directamente en las muestras clinicas, esta enzima
hidroliza la urea en amonio y CO,, lo que aumenta el pH, virando el
indicador del reactivo (Figura 9). Es una prueba barata y facil sin
embargo cuando la deteccidn se realiza directamente en el tejido
gastrico en un periodo mayor a 2 horas la sensibilidad disminuye hasta

un 70%>°.
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NH,

C==0 + 2H,0 + H* — 2NH,* + HCOy

| Ureasa
NH,
Urea CLOtest
Cambio de pH

Figura 9. Reaccion de la ureasa que permite detectar infeccién de H. pylori por un cambio

de pH.

1.6.2 Pruebas no invasivas

Prueba de aliento de la ureasa. Esta es una prueba in vivo que

requiere de la recoleccion de una muestra de aliento antes y después
de ingerir urea marcada con C™ 6 C' si hay infeccién la ureasa
producida por H. pylori se exhala con el marcador permitiendo la
contabilizacion por medio de un contador de centelleo o con un
espectrometro especial, el fundamento es el mismo de la prueba
rapida de ureasa, la sensibilidad es alta, sin embargo es muy

importante que la muestra se tome a los 30 min. de haber ingerido el
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marcador, ya que de excederse el tiempo la prueba pierde

sensibilidad.

Serologia. La prueba detecta anticuerpos IgG contra antigenos de H.
pylori por medio de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), la
sensibilidad y especificidad es alta pero depende directamente de la
edad y el estado inmunoldgico del paciente, sobre todo en individuos
inmunocomprometidos que no desarrollan respuesta efectiva ante la

infeccion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica permite

la identificacion directa de los genes como vacA, cagA y ureA, se
trata de una prueba sensible y sumamente especifica, ya que los
acidos nucleicos son estables. Las ventajas de esta prueba ademas
de su especificidad es que permite brindar al paciente un diagnostico
certero y con mayor especificidad que lo realizada con los anticuerpos.
Por lo general se realiza en estudios de investigacion ya que requiere

de equipo sofisticado.
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1.7 Patologia

Desde su descubrimiento hasta ahora, existe suficiente evidencia de
que H. pylori es la causa del 90% de las ulceras duodenales y del 80%
de las ulceras gastricas*®. Como ya se mencioné anteriormente, la
adquisicion de H. pylori se da en la nifiez, a esta edad los pacientes
suelen ser asintomaticos y en casos raros puede provocar vomito y/o
dolor abdominal. Sin embargo la adquisicién de la bacteria puede
inducir el desarrollo de (gastritis atréfica, ulcera péptica,
adenocarcinoma 6 linfoma gastrico. Todas las patologias tienen como
factor fundamental las caracteristicas del hospedero y las

caracteristicas genéticas de la bacteria.
1.7.1 Gastritis asociada a H. pylori

Esta bacteria es la causa principal de desarrollo de gastritis cronica, la
gastritis es una inflamacion severa de la mucosa gastrica, esta
inflamacién puede originar lesiones precancerosas. La gastritis cronica
superficial puede llevar a gastritis atrofica en la cual se puede
presentar metaplasia intestinal, lo cual es un factor de riesgo para
presentar cancer gastrico del tipo intestinal mientras que la gastritis no

atréfica ha sido relacionada con cancer gastrico del tipo difuso®’.

25



1.7.2 Ulcera péptica asociada a infeccién por H. pylori

La ulcera péptica se caracteriza por la pérdida de mucus en el tracto
digestivo en las zonas que han estado expuestas a acido clorhidrico y
pepsina, se ha considerado que la ulcera es el resultado de un
desbalance entre factores agresivos de la mucosa (secrecidén de acido

y de moco), la regeneracion epitelial y la vascularizacion®?.

La relacion entre H. pylori y la ulcera péptica se basa primordialmente
por estudios epidemiologicos que relacionan la presencia de cepas
cagA + y el genotipo vacA s1/m1 y en segundo lugar por la
disminucion de las molestias y patologia después del tratamiento

contra H. pylori*.
1.7.3 Linfoma gastrico tipo MALT

Diversos estudios epidemiolégicos han observado una significativa
prevalencia de infeccion por H. pylori en pacientes afectados con
linfoma del tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT), el proceso
comienza con la colonizacion e inflamacion de la mucosa gastrica por
la bacteria, la inflamacion aguda evoluciona a una inflamacién cronica
con aumento de linfocitos que emigran al territorio gastrico, en el curso

de la gastritis cronica pueden aparecer foliculos linfoide y agregados
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linfaticos en la base de la mucosa gastrica, o que constituye el
llamado tejido MALT. Esta neoplasia produce escasas
manifestaciones clinicas en sus estadios iniciales, sin embargo con el
tiempo puede provocar dolor epigastrico, nauseas y vomitos. Los
tumores avanzados producen un cuadro similar al de carcinoma

gastrico®™*,

1.7.4 Cancer gastrico asociado a H. pylori

H. pylori ha sido considerado como carcindgeno Tipo 1, pues esta
claramente relacionado con la inducciobn de cancer gastrico
primordialmente de tipo intestinal. Se han propuesto diversos
mecanismos carcinogénicos relacionados con la infeccion por H pylori
que actuan sobre la mucosa gastrica tales como incremento en la
proliferacion de células PMN y en el metabolismo oxidativo de estas
células que produce radicales libres, produccion de nitritos, nitratos y
nitrosaminas y disminucién en la cantidad de antioxidantes en la

mucosa gastrica.*'*°

27



Enfermedades asociadas alainfeccidon de Helicobacter pylori

a) Asociaciones admitidas

Ulcera gastrica

Ulcera duodenal

Ulcera péptica de otra localizaciéon
Linfoma gastrico tipo MALT

Cancer gastrico

b) Asociaciones discutidas

1) Digestivas:

Dispepsia no ulcerosa

Enfermedad de Menetrick

(cardiopatia, migrana)

Pdlipos hiperplasticos gastricos

dermatoldgicas

Pdlipos ademomatosos de colon

(cefalea)

Encefalopatia hepatica
(tiroiditis)

2) Extradigestivas

Vasculares

Enfermedades

Neuroldgicas

Autoinmunes

Anemia cronica

Tabla.1 Patologias asociadas a H. pylori aceptadas y discutidas
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1.8 Tratamiento

Existen diversos tratamientos para erradicar la infeccion por H. pylori,
sin embargo es necesario conocer la sensibilidad a antibioticos in vitro
para determinar si existe resistencia a tratamiento, lo que pudiera

provocar que el tratamiento no fuera efectivo.

Los antibidticos utilizados normalmente son betalactamidos vy
macroélidos (amoxicilina, claritromicina, roxitromizina) y nitroimidazoles

(metronidazol y tinidazol) *®*" (Figura 10).

N N N
D\[\F’é:kcm D\N"’EB\CH:{ D\\w/é:)
0 H o d |\
OH 0=5=0 N
» ()
0

Figura.10 Estructura de nitroimidazoles de izquierda a derecha. Metronidazol, tinidazol y
nimorazol
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También existen otro tipo de tratamientos no antibioticos que incluyen
las sales de bismuto, inhibidores de la bomba de protones (omeprazol,
ranitidina, pantoprazol) y antagonistas a los receptores H, Recientes
estudios han mostrado que el tratamiento mas efectivo para erradicar

la infeccion por H. pylori es una combinacién de antibidticos y no

antibioticos*’.
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Il. Antecedentes

-Smith et al., en 2004 compararon tres métodos de PCR para
deteccion de H. pylori y de los genes vacA y cagA en muestras de

biopsias géastricas™.

- En el afio del 2003 Chattopadhyay et al., desarrollaron y evaluaron
un método de PCR multiplex para identificar las variantes alélicas de
vacA y del gen cagA de H. pylori presente en biopsias gastricas de

pacientes infectados®.

- Beil et al., en el 2000 describieron un posible mecanismo de
responsable del incremento de patogenicidad y riesgo de ulcera

péptica se podia deber a la presencia del gen cagA™.

-Lee-Jan Van Doorn en el 2001 realiz6 un estudio en donde se
detectaron los genes de virulencia cagA, vacA, iceA, babA, y opiA de

H. pylori®'.
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-Atherton et al., en 1997 realizaron estudios in vitro e in vivo
demostrando que la citotoxina vacuolizante (VacA) juega un papel
primordial en la patogénesis produciendo vacuolizacién citoplasmica
en lineas celulares de mamiferos y en células de la mucosa gastrica

en humanos®?,

-Morales-Espinoza en 1999 realizaron un estudio a 26 pacientes
Mexicanos con infeccion de H. pylori, los pacientes presentaban
distintas patologias gastricas, se caracterizaron un promedio de 10
colonias individuales aisladas de antro y cuerpo y se reportd por
primera vez que los pacientes presentaron infeccion multiple de H.
pylori con distintos genotipos de vacA; esto independientemente de la

patologia y del lugar de aislamiento .
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar la distribucion de los genes de virulencia en cepas
de Helicobacter pylori aisladas del estbmago de pacientes con

gastritis cronica

Objetivos particulares

¢ I|dentificacion de las variantes alélicas s1, s2, m1 y m2 del gen
vacA y del gen cagA de Helicobacter pylori en las biopsias

gastricas de los pacientes.

e Caracterizacion de las cepas de H. pylori Tipo | y Tipo 2

obtenidas de los cultivos gastricos de los pacientes enfermos.

e Correlacion de las cepas de H. pylori Tipo | y Tipo 2 con la edad

y sexo de los pacientes con gastritis cronica.
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IV.METODOLOGIA

Pacientes

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron 81 pacientes de un
Hospital de tercer nivel con enfermedad acido péptica. A cada
paciente en estado de ayuno se le realiz6 una endoscopia digestiva
alta, la muestra se coloco en un tubo eppendorf con 1 ml de solucion
Tris-base y fueron transportadas al Laboratorio de Analisis Clinicos de

la CUSI Iztacala, FESI., en donde se mantuvieron a 4 -C hasta su uso.

Cultivo

Las biopsias gastricas fueron maceradas y homogeneizadas en caldo
de Brucella. Una alicuota (100 ul) fue cultivada en agar Casman
suplementado con 5% de sangre de caballo e inhibidor de la
microbiota acompafante (DENT), a 37°C, en microaerofilia (85% N,
10% de CO, y 5% de O,) por cuatro dias. Las colonias se identificaron

mediante test de ureasa, catalasa y tincion de Gram.
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Extraccion de DNA

A partir de los cultivos se tomo6 una muestra bajo condiciones estériles
y se introdujeron en tubos ependorf de 1.5 ml con 100 pyl de agua
destilada, se colocaron en vortex por 5 minutos y se llevaron a
ebullicion por 15 minutos. Al término las muestras se centrifugaron a
14.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue separado en otro

tubo y se mantuvo a -20° C hasta su utilizacion.
Deteccion de H. pylory por PCR anidado.

La deteccion de H. pylori por PCR anidado fue realizado por el método
previamente descrito por Li y cols®. Para la primera ronda de
deteccion de H. pylori se utilizaron los primers EHC-U (5°-
CCCTCACGCCATCAGTCCCAAAAA-3’) y EHC-L (5°-
AAGAAGTCAAAAACGCCCCAAAAC-3") homdlogos a un fragmento
de 860-pb del DNA gendmico de H. pylori (80076-80492 pb), en
donde el tamafo de los amplicones obtenidos fue de 417 bp. El
volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 ul; 1yl de cada
primer EHC-U (25 pmol) y EHC-L (25 pmol) (los primers fueron de

Sigma-Genosys), 2.5 pl de solucién buffer para PCR 10x, 10.5 ul de
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H,O libre de nucleasa, 10 pyl de DNA de templado, 1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs
(PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA fue
realizado en un Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 minutos; seguido
de 40 ciclos de 94° C por 45 segundos, 59° C por 45 segundos y 72° C
por 30 segundos . Finalmente una extension a 75° C durante 10

minutos.

Para la segunda ronda de amplificacion y basados en la secuencia del
fragmento de 860-pb del DNA gendmico de H. pylori, se utilizaron los
primers ET-5U (5'-GGCAAATCATAAGTCCGCAGAA-3") y ET-5L (5'-
TGAGACTTTCCTAGAAGCGGTGTT-3") complementarios a un
fragmento interno de los amplicones EHC-U y EHC-L, en donde el
tamano de los amplicones esperados fue de 230 bp (80198-80427 bp).
La amplificacion de la segunda ronda fue similar a la primera,
excepto que 0.2 pl del producto de la primera ronda fue utilizado como
DNA templado y unicamente 25 ciclos de amplificaciéon fueron

utilizados.

Como control positivo en cada reaccion de PCR se utilizé el DNA

extraido de H. pylori ATCC 43629. Como control negativo se utilizé
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una mezcla reactiva con todos los componentes necesarios excepto el

DNA templado.

Deteccién de los genes de virulencia vacA y cagA de H. pylori

por PCR multiplex

Para la deteccion de vacA y cagA se utilizaron los primers VA1-F y
VA1-R (25 pmol, cuadro ), VAG-Fy VAG-R (25 pmol) y cagbc-Fy
cag3c-R (10 pmol), respectivamente *’. El volumen final para la mezcla
de reaccion fue de 25 ul; 1ul de cada primer, 16 pl de H,O libre de
nucleasa, 3 pl de DNA templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-
Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA fue realizado bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos;
seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C

por 1 minuto. Finalmente una extension de 72°C por 10 minutos.

Analisis de las muestras amplificadas por electroforesis en Geles

de Agarosa.

Después de la amplificacion del DNA, 10 yl de cada muestra fue
analizada por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las

siguientes condiciones: 120 volts, 94 miliampers por 120 minutos. Los
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geles fueron tefidos con BrEt y fotografiados bajo luz UV utilizando el

sistema de foto documentacién modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).
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V. RESULTADOS

Pacientes estudiados

En este estudio se analizaron los cultivos de las biopsias gastricas de
un total de 81 pacientes, de los cuales el 59.25% correspondi6 al
sexo femenino (n=48) y el 40.75% al sexo masculino (n = 33) (Grafica
1). La edad de los pacientes se encontré6 comprendida en el rango de

20 a 77 afos (Grafica 2).

m Hombres

W Mujeres

Grafica 1. Distribucién de los pacientes analizados por sexo
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20-35 36-51 52-67 68-83

Gréfica 2. Edad de los pacientes estudiados

Deteccion por PCR anidado de Helicobacter pylori en los cultivos
de las biopsias gastricas de los pacientes con gastritis.

De los 81 cultivos gastricos de los pacientes enfermos, H. pylori fue
identificado por PCR anidado en el 40.7% (n = 33). El tamafio de los
amplicones obtenidos en la primera ronda de PCR fue de 417 pb
(Fotografia 1) y el tamafio de los amplicones en la segunda ronda fue

de 230 pb (Fotografia 2).
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417 pb

50 pb

Fotografia. 1. Deteccion por PCR de H. pylori en los cultivos de las
biopsias gastricas de los pacientes. Linea 1, MWM 50 bp DNA ladder,
Linea 2-8, H. pylori detectado en biopsias de pacientes, linea 9 control
negativo (sin DNA templado). Linea 10, H. pylori detectado en biopsias

de pacientes, linea 11 y 12 control positivo H. pylori ATCC 43629
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230 p

50 pb

b

Fotografia 2. Deteccion por PCR anidado de H. pylori en los cultivos
gastricos de los enfermos. Linea 1 Control positivo H. pylori ATCC
43629.Line 2-5, H. pylori detectado en biopsias de pacientes. Linea 6,
MWM 50 bp DNA ladder. Linea 7-10 controles negativos (sin DNA

templado)

42



Amplificacién por PCR de vacA y cagA de H. pylori identificada

en los cultivos de las biopsias gastricas de los pacientes.

A partir de las 33 (40.7%) cepas de H. pylori aisladas de los pacientes
con gastritis (n = 81), el genotipo vacA se detectd en el 100% de las
cepas (n =33)y el genotipo cagA en el 18.74% (n = 6) (Fotografia 3).
Las frecuencias de asociacion mas elevada de los alelos de vacA con
cagA (Tabla 2) fue para la asociacion vacA s1/ vacA ml con el 54.5%
(n =18), seguido de vacA s1/ vacA m2 con el 15.5% (n = 5), vacA s2/
vacA ml/ cagA con el 9.0% (n = 3), vacA s2/ vacA m2 con el 9.0%
(n = 3), vacA s2/ vacA ml con el 6.0% (n = 2), vacA s1/ vacA ml/cagA

con el 3.0% (n = 1) y vacA s2/ vacA m2/cagA con el 3.0% (n =1)
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vacA m1 567 bp

cagd 350 bp

vacA s1 259 bp vacA s2 286 bp

50 bp

Fotografia 3. Amplificaciéon por PCR multiplex de los alelos de vacA 'y
del gene cagA en las cepas obtenidas de las biopsias gastricas de los
pacientes. Linea 1; MWM 50-bp ladder; Linea 2; vacA sl1, cagA y vacA
m1l (biopsia). Linea 3; Control negativo (sin DNA templado). Linea 4y
5; vacA sl y vacA ml (biopsia). Linea 6; H. pylori ATCC 43629

(control positivo); Linea 7; vacA s2 (biopsia).
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GENOTIPOS No. MUESTRAS PORCENTAJE
DETECTADOS
(n =33)

vacA s1/ vacA ml 18 54 5%
vacA s1/ vacA m2 5 15.1%
vacA s2/ vacA ml/ 3 9.0%
cagA

vacA s2/ vacA m2 3 9.0%
vacA s2/ vacA ml 2 6.0%
vacA s1/ vacA 1 3.0%
m1l/cagA

vacA s2/ vacA 1 3.0%
m2/cagA

Tabla 2. Frecuencia de los genotipos identificados en las cepas de H. pylori aisladas de
los pacientes con gastritis.

Identificacion de cepas de H. pylori Tipo 1y Tipo 2

El 18.8% de las cepas de H. pylori aisladas de los pacientes
enfermos pertenecio al tipo 1 (vacAl/cag A") y el 81% al tipo tipo 2

(vacAlcag A) (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Porcentaje de pacientes estudiados y su division en infeccion Tipo | 'y Tipo Il

Distribucion de las variantes alélicas de vacA y cagA de H. pylori

con relacion a la edad de los pacientes estudiados.

La mayoria de las cepas de H. pylori con asociacion de los genotipos
citotoxicos fueron aisladas de pacientes cuya edad se encontré en el
intervalo de 36-51 afos (39.3%), seguido por el rango de 52-67

(30.3%) (tabla3).
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|EDADES PACIENTES GENOTIPOS No. de muestras
INFECTADOS POR H. .
pylori (%)
20-35 vacA sl /vacA ml 7
vacA s2 / vacA m2 (21.2%)
vacA s1/vacA m2
36-51 vacA s1/vacA ml 13
vacA sl /vacA m2 (39.3%)
vacA sl /vacA ml/ cagA
vacA s2 / vacA ml/ cagA
vacA s2 / vacA m2
52-67 vacA sl /vacA ml 10
vacA s1/vacA m2 (30.3%)
vacA s2 / vacA m2
68-83 vacA sl /vacA ml 3
vacA s2 / vacA m2/ (9%)
cagA

Tabla 3 Relacion de los genotipos encontrados a diferentes edades de los
pacientes infectados por H. pylori




V1. DISCUSION
Pacientes analizados

En el presente estudio nosotros analizamos por -cultivo
bacteriano las biopsias gastricas de 81 pacientes que habian acudido
a un Hospital de tercer Nivel de atencion del Distrito Federal a
realizarse estudios endoscOpicos por presentar signos y sintomas de
gastritis cronica (48 mujeres y 33 hombres) (Gréafica 1). La gastritis es
un padecimiento que afecta al 50% de la poblacion mundial, y en
paises en vias de desarrollo este porcentaje se incrementa hasta el
80%>*. La causas de la gastritis pueden ser variadas como, una mala
la alimentacion, el consumo de alcohol, el uso prolongado de
medicamentos antiinflamatorios no esteroides, lesiones traumaticas,

anemiay también debido a H. pylori 3*°°.

En la infeccién por H. pylori existen diferentes factores de riesgo, que
incluyen; la edad®, el bajo nivel socioeconémico, deficiencias
nutricionales y  malos habitos higiénicos®’. Actualmente se ha
aceptado que la transmision de H. pylori ocurre de persona a
persona®®, aunque los mecanismos de transmisién todavia no son del

59

todo claros En Sudameérica se ha reportado que el agua y los
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alimentos mal cocinados son la principal fuente de diseminacién de la

bacteria.®

La edad de nuestros pacientes se encontr6 comprendida entre los 20
y los 70 afos, dentro de los cuales el 39.3% de los pacientes se
encontro en el rango de los 36-51 afios y el 30.33% entre 52-67 afos
(Gréfica 2). Se ha reportado que en paises subdesarrollados el
porcentaje de infeccion por H. pylori a la edad de 20 afios alcanza
hasta el 80 °, mientras que en paises en vias de desarrollo el
porcentaje de infeccion es del 21% o menor®. Estas diferencias han
sido atribuidas al indice de adquisicion en la nifiez, por ejemplo en
paises desarrollados es del 0.5-2-0% y en paises en vias de desarrollo

del 13-609p 63 646566

El hecho de que en los en los paises desarrollados la infeccién por H.
pylori disminuya en el proceso de la nifiez a la edad adulta, puede
deberse al tratamiento médico adecuado, ademas en la mejoria en
las condiciones de vida y en factores de salubridad °"®® lo cual no

ocurre en los paises subdesarrollados.
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Deteccion de H. pylori por PCR anidado en las cepas aisladas de

las biopsias gastricas de los pacientes enfermos.

Con el propoésito de detectar H pylori en los cultivos de las biopsias
gastricas de los pacientes nosotros utilizamos los primers EHC-U y
EHC-L dirigidos a un fragmento de 860 pb del cromosoma de H.
pylori, lo cuales han mostrado tener mayor especificidad que los

utilizados para amplificar el gen de la ureasa (gen 16S RNAr) ®°.

De las 81 muestras analizadas en este estudio describimos que el
41% (n=33) resultaron positivas para H. pylori (Fotografia 1y 2) vy el
59% (n=48) negativas. Nuestro porcentaje es inferior al descrito en un
estudio realizado en el 2007 en 102 pacientes con gastritis cronica, en
donde se detecto a H. pylori por el mismo método de PCR anidado
en la saliva del 58% de los enfermos™.

La infeccion por H. pylori en nuestro pais es realmente elevada, por
ejemplo en un amplio estudio seroepidemioldgico de infeccion por H.
pylori realizado en en el periodo de 1987 a 1988, en el cual de de las
11,605 muestras de suero obtenidas de pacientes (1 -90 afos)

pertenecientes a distintas zonas geograficas y diferente  nivel
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socioeconémico de 32 estados de México, la seroprevalencia por H.
pylori fue del 66% (n = 7720) ™.

El porcentaje de infeccion por H. pylori descrito por nosotros en es
semejante al encontrado en un estudio realizado en Lagos Nigeria, en
189 biopsias gastricas obtenidas de 63 pacientes (3 de cada un
paciente) con sintomas gastricos, en donde el 35% de los cultivos fue
positivo para Helicobacter pylori en los tres métodos de PCR

“8 En otro estudio realizado en la Universidad de Sao

utilizados
Paulo, Brasil, en pacientes con sintomas gastricos en edad de 9-83
afios, se encontré6 por PCR que el porcentaje de infeccion fue del
67.7% (n=11) "®. Comparados con Latinoamérica, en México la
prevalencia se encuentran por debajo de Chile y Bolivia en donde la
poblacion infectada por esta bacteria se encuentra entre el 73% y

73,74

74% respectivamente , 'y también por debajo de Brasil, en donde

la prevalencia de H. pylori es del 87%

La prevalencia de infeccion por H. pylori en nuestro estudio se
encuentra por arriba de cifras encontradas en paises como Australia,
en el cual el 21% de la poblacion total se encuentra infectada, y al de
Estados Unidos, Alemania 6 Francia en donde la prevalencia no

supera el 309 °¢7¢7
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Amplificacién de los alelos de vacA y del gen cagA de H. pylori
en las cepas obtenidas de las biopsias gastricas de los pacientes

con enfermedad gastrica por PCR multiplex.

El gen vacA y sus variantes alélicas se utilizan para indicar la
capacidad de la citotoxina (VacA) para inducir vacuolizacion, en
nuestro estudio se encontr6 que el 100% (n=33) de las cepas
identificadas en las biopsias gastricas (n=33) de los pacientes,
presentd el gen vacA (Fotografia 3). Nuestros porcentajes coinciden
con el reportado en un estudio realizado en 39 niflos con gastritis
cronica, en donde el gen vacA de H. pylori fue detectado en el 92.3%
de las cepas (n = 33).”® La presencia de vacA ha sido asociado
directamente con ulcera péptica "

El primer gen identificado y considerado como marcador de virulencia
fue cagA y su presencia ha sido asociada con linfoma de MALT vy
cancer gastrico. ® En nuestro estudio cagA se present6 en el 18.74%
(n=6) de las cepas. La frecuencia mas alta de este gen se encuentra
en cepas de paises Asiaticos como Japén, China y Taiwan®'. y es
detectado alrededor del mundo en pacientes que presentan Ulcera
duodenal y adenocarcinoma gastrico. Investigaciones realizadas en

Houston, Texas, detectaron que el genotipo cagA + es comun también
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en afroamericanos y viethamitas con un 71% y 91%
respectivamente®, mientras que en Norte América, Canada y Europa
el porcentaje de esta cepa positiva es menor, por ejemplo en un
estudio realizado en la Universidad Catélica de Chile en donde
analizaron la frecuencia de cagA en biopsias gastricas encontraron

que se presento en el 24.2% de las cepas aisladas (n=42) %.

La combinaciéon de los alelos vacA sl1/ vacA ml fue detectado en el
54.5% (n =18) (Tabla 2), esta asociacion se ha correlacionado
directamente con la infiltracion por neutrofilos, severidad de dafio

epitelial, y mayor riesgo de presentar enfermedad péptica ulcerosa®

En un estudio realizado en Houston, Texas se encontr0 que esta
combinacion era el mas frecuente para la poblacién negra, en
Sudafrica es la regién predominante con el 63% °®y la poblacion
hispana®, este dltimo dato es importante dado que nosotros
pertenecemos a este comunidad.

Nuestro resultados coinciden con el estudio realizado en 1999 en
nuestro pais en el cual a 26 pacientes que estaban infectados por H.
pylori, se obtuvieron colonias individuales y el 70% de las colonias

fue vacA s1/m1%,
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La asociacion predominante vacA sl1l/ vacA m2 fue detectada en el
15.1% de las cepas (n=5) (Tabla 2), esta combinacion ha sido
asociada con actividad citotoxica media, >* y es predominante para la
region del sur y este de Asia. En un estudio realizado por Wang y cols.
donde se aislaron 21 muestras, la combinacion de los alelos vacA s1/
vacA m2 fue identificada en el 62% de las cepas analizadas (n=13) *
Se ha reportado que las cepas de H. pylori que presentan la
combinacion de los alelos de vacA s1/ml1l o s1/m2 son responsables
de los altos y medios niveles de produccién de la citotoxina %

Las combinacion de los alelos vacA s2/ vacA ml/ cagA+ se presento
en el 9.0% (n = 3), vacA s2/ vacA m2 con el 9.0% (n = 3), vacA s2/
vacA ml con el 6.0% (n = 2), sin embargo se sabe que estas regiones
presentan toxicidad baja. ** Mientras que vacA s1/ vacA ml/cagA con
el 3.0% (n = 1) y vacA s2/ vacA m2/cagA con el 3.0% (n = 1) (Tabla 2).
Estas combinaciones se ha asociado a patologias severas, tal es el
caso de Alemania en donde se realizd un estudio relacionando los
genotipos con la patologia del paciente encontrandose que en el caso
de las cepas cagA+ los pacientes presentaron mayor riesgo de

desarrollar cancer. *’
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Debido a la patogenicidad que presentan las distintas combinaciones
de los alelos y gen de H. pylori se ha dividi6 en Tipo | cuando
presentan la combinacion vacA/cagA " que esta relacionado con
mayor virulencia debido a la induccion de sustancias proinflamatorias y
desencadenamiento de vasoespasmos sistémicos * y Tipo 2 cuando
la combinacién es vacA/cagA -~ que no presenta alta virulencia,
nosotros encontramos que el 18.8% resultaron Tipo | y el 81% Tipo Il
(Gréfica 4). Estos datos coinciden con estudios en la raza
hispanoamericana en donde la presencia de H.pylori tipo | se

encuentra en 18-24% de la poblacion®.

Los resultados obtenidos mostraron que en la gastritis cronica de los
pacientes estudiados, se encontré asociado los genotipos citotoxicos
vacA y cagA de Helicobacter pylori, por lo que es necesario establecer

el tratamiento adecuado para cada paciente.
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VI. CONCLUSIONES

1. En el presente estudio se detectd que el 40.7% de los pacientes

presento infeccion por Helicobacter pylori.

2. La mayoria de las cepas de H. pylori aisladas de los pacientes

con enfermedad gastrica pertenecieron el Tipo 1.

3. La elevada frecuencia y asociacion de los genotipos vacA
(s1,s2,m1 y m2) y cagA identificados en las cepas de
Helicobacter pylori, evidencié la virulencia y lo agudo de las
infecciones por este microorganismo, por lo que fue necesario
iniciar el tratamiento médico correspondiente, sobre todo en

pacientes con riesgo de desarrollar cancer gastrico
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