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RESUMEN

Introduccion: El Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gramnegativa de la que se
tiene gran interés en la investigacion por su causalidad en enfermedades digestivas. Se
calcula que su prevalencia es de 70 a 90% en paises en desarrollo y de 25 a 50% en paises
desarrollados. La bacteria es capaz de desencadenar las sefiales necesarias que culminan
con la aparicion de enfermedades por medio de sus factores de virulencia, de estos los mas
importantes hasta hoy estudiados son el gen asociado a la citotoxina (cagA) y el gen de la

citotoxina vacuolizante (vacA).

Objetivo: Detectar mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
punto final, los factores de virulencia cagA y vacA, en pacientes con dispepsia no estudiada

infectados por H. pylori en una poblacidn del Hospital General de Mexicali.

Materiales y métodos: Se incluyd un grupo de pacientes con dispepsia no estudiada
diagnosticados durante el periodo de 11 de mayo del 2011 al 18 de mayo del 2012. Se les
realiz6 endoscopia de tubo digestivo alto, y se obtuvo una muestra de tejido gastrico. Se
utilizé la RCP punto final para determinar la presencia de la bacteria mediante la expresion

del gen ureA, asi como se determind la expresion de los factores de virulencia cagA y vacA.

Resultados: La prevalencia de infeccion con H. pylori en pacientes con dispepsia fue del
89.83% (53/59) por medio de la RCP punto final para la deteccion del gen ureA. De estos
pacientes el 64.15% (34/53) expreso el factor de virulencia cagA y el 66.04% (35/53)
expreso el factor de virulencia vacA. Ambos factores se encontraron en el 47.17% (25/53)
de los pacientes. En los hallazgos endoscépicos predomind la presencia de algin tipo de
gastritis (28.8%) y de Ulcera péptica (32.07%).

Conclusiones: El presente estudio aportd datos sobre la prevalencia de H. pylori detectada
por medio de RCP punto final y la expresiéon de los factores de virulencia cagA y vacA.
Nuestros resultados demuestran que mas del 50% de los pacientes con infeccion por H.
pylori expresan alguno de estos factores y que casi un 50% expresaron ambos factores. Esta
expresion es menor a la de otros paises en vias de desarrollo. Los datos resultantes de este
trabajo, ademas de ser los primeros comunicados para nuestra region, adquieren relevancia

adicional por aportar datos de interés en la epidemiologia de la infeccion por H. pylori.



1. INTRODUCCION

El Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gramnegativa, microaerofilica, en forma
de espiral descubierta a principios de la década de los 80’s en la mucosa gastrica de

humanos.

Desde entonces ha existido gran interés en la investigacion de su participacion en la

patogénesis de distintas enfermedades digestivas.

Tiene una alta prevalencia a nivel mundial; se calcula que mas del 50 % de la poblacion

cursa con una infeccion a causa de este microorganismo.

Actualmente es indiscutible que H. pylori representa un factor etiopatogénico en la
dispepsia, gastritis, enfermedad ulcerosa peéptica, procesos linfoproliferativos e incluso

adenocarcinoma gastrico.

Existen numerosas técnicas para su identificacién, entre las menos invasivas tenemos a la:
serologia, prueba de aliento de la ureasa y antigeno en materia fecal; no obstante, la biopsia
de mucosa géastrica obtenida por esofagogastroduodenoscopia (EGD) es requerida en

muchas ocasiones para comprobar el diagnoéstico.

Con el advenimiento de la biologia molecular, se disefiaron técnicas moleculares para
detectar a la bacteria. La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) surgié como

una opcion novedosa y confiable para identificar el H. pylori en la mucosa géstrica.



2. MARCO TEORICO
2.1 Caracteristicas del Helicobacter pylori

ElI H. pylori es una bacteria gram negativa, curva, espiriforme, muy movil, no
fermentadora, no oxidante que mide de 2.5 a 4 micras de longitud por 0.5 a 1 micra de
ancho. Tiene un grupo de 4 a 8 flagelos envainados en uno de sus extremos que le dan gran
movilidad. Su forma es de espiral (figura 1) y se encuentra en la capa mucosa o adherida al

epitelio de la mucosa gastrica® 2.

Comparte caracteristicas estructurales con las bacterias gramnegativas, como son la
presencia de una membrana plasmética y una membrana externa; su composicion interna se
caracteriza por un complejo constituido por elementos fibrilares nucleares y ribosomas, que
se entremezclan entre si, la vaina de sus flagelos tiene una estructura lipidica igual a la de la

membrana externa, que se encarga de proteger a los flagelos de la degradacion del acido®.

Figura 1. Helicobacter pylori.

2.2 Epidemiologia

La infeccion por H. pylori genera un importante problema de salud publica; difiere en
paises desarrollados, los cuales tienen prevalencias del 5 al 10 %, en comparacion con
paises en vias de desarrollo con cifras que alcanzan hasta el 90 %, (paises de Africa y de
Latinoamérica, incluido México). Los factores que influyen en esta diferencia son el nivel

socioecondmico y el estado ambiental®*.

Es considerada la infeccion bacteriana crénica mas comun en el mundo, -no es microbiota

habitual-, su presencia siempre produce una respuesta inflamatoria.



De hecho la presencia de H. pylori en personas sanas es un aspecto intrigante: la
prevalencia ha sido descrita hasta en 40% de personas asintomaticas, no obstante menos de

un 5% tienen una histologia normal.

En los paises desarrollados la incidencia de la infeccion por H. pylori aumenta con la edad,
- raramente se presenta antes de los veinte afios-, mientras que en los paises en vias de

desarrollo la incidencia en nifios de diez afios es mas del 50%.

El Unico huésped del H. pylori, es el hombre y si bien se ha encontrado en otros mamiferos,

unicamente en los monos Rhesus se ha asociado la gastritis.

El H. pylori causa mas de 90% de las Ulceras duodenales y hasta el 50% de las Ulceras

gastricas®*,

Décadas pasadas, los alimentos, la acidez gastrica y el estilo de vida se consideraban las
causas principales de la enfermedad ulcerosa péptica. Los pacientes requerian a largo plazo
dosis altas de medicamentos para reducir la sintomatologia dispéptica y dafio a la mucosa
géstrica como consecuencia de la acidez, estos farmacos como los bloqueadores Hz no
generaban una oportunidad para la cura permanente. Ahora se sabe que la gran mayoria de
estas lesiones son causadas por H. pylori; los regimenes antibioticos apropiados pueden
erradicar la infeccidn con éxito en la mayoria de los pacientes, con resolucion completa de

la inflamacion de la mucosa y una oportunidad minima para la recurrencia de las Ulceras.

2.3 Factores de virulencia de H. pylori

El desenlace de la enfermedad depende de factores ambientales, del huésped y de la
bacteria. Dentro de las caracteristicas atribuidas al microorganismo se han descrito varios
factores de virulencia los cuales le permiten colonizar la mucosa gastrica, sobrevivir en el

ambiente acido del estdbmago y evadir la respuesta inmune.

La bacteria por si misma origina una fuerte respuesta inmune, humoral y celular en la
mucosa gastrica; aunque con esto no se consigue eliminar la infeccion y por el contrario se
producen dafios en el epitelio gastrico. Tras la colonizacion, H. pylori libera sustancias
toxicas que estimulan la respuesta inmunoldgica local en la que fundamentalmente

participan los neutr6filos®.



Después se produce una amplificacion de la respuesta inflamatoria por la interaccion de
linfocitos, neutrdfilos, macréfagos, células mastoides y células no inmunes que liberan gran

cantidad de mediadores quimicos.

La Ulcera péptica, el adenocarcinoma y el linfoma gastrico son complicaciones de esta

inflamacion cronica® " 8,

Los factores de virulencia de H. pylori bien pueden ser divididos en tres grupos:

1. Factores de virulencia que contribuyen a la colonizacion de la mucosa gastrica.
2. Factores de virulencia que contribuyen al dafio de la mucosa gastrica.

3. Otros factores.

2.3.1 Factores de virulencia que contribuyen a la colonizacion de la mucosa gastrica

H. pylori posee factores de virulencia que le permiten la colonizacion del epitelio

superficial, la profundidad de las criptas y el espacio entre las células epiteliales.

El principal de estos factores es la ureasa. La ureasa es una metaloenzima que cataboliza la
hidrdlisis de la urea presente en el estdmago en amonio y diéxido de carbono. El amonio
(NH4+) producido aumenta el pH elevandolo hasta 6-7 en su entorno. Con este mecanismo
se acumula una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el espacio periplasmico y en la
superficie de la bacteria. De este modo la bacteria puede alcanzar la superficie de las

células de la mucosa, donde el pH es practicamente neutro.

La ureasa se regula ya que un aumento excesivo de la alcalinidad debida al NH4+
producido mataria a la bacteria. La regulacion se produce mediante un transportador
dependiente de pH. El transportador Urel permite la entrada de urea pero una vez que el pH

alcanza el valor de 6-7, se inactiva.

El NH4+ liberado va a producir una serie de danos que afectan a la microcirculacion y a las

células epiteliales superficiales.



Origina necrosis del tejido profundo; colabora en el desarrollo de gastritis atrofica cronica

humana y facilita el incremento de infecciones virales y la carcinogénesis.

Otros factores que contribuyen a la colonizacion de la mucosa gastrica son: los sistemas

antioxidantes, sus flagelos y las adhesinas.

2.3.2 Factores de virulencia que contribuyen al dafio de la mucosa gastrica.

- Gen asociado a la citotoxina (cagA)

La presencia del gen cagA se asocia con gastritis severa, la atrofia de la mucosa,

enfermedad ulcerosa y cancer gastrico.

El gen cagA codifica para una proteina de un peso molecular entre 120 a 140 kilodaltons
(kDa) que se considera altamente inmunogénica®. Forma parte de la isla de patogenicidad
Cag (cagPAl). Las islas de patogenicidad son segmentos de ADN que contienen mas de un
gen de virulencia con la peculiaridad de que una simple delecion lleva a la pérdida de al
menos dos genes de virulencia con segmentos de ADN de mas de 30 Kb. Tienen un papel
fundamental en la contribucion a la virulencia de las bacterias patogenas que los contienen

y en el desarrollo de la enfermedad.

En el caso de la isla de patogenicidad de H. pylori (cagPAl), tiene un tamafio de 37 a 40 kb
y esta flanqueada por secuencias repetidas directas de 31 pb. Su contenido G + C es del
35% en contraste con el 39% del cuerpo del genoma® 1°>.Como muchos genes de virulencia
los genes de la cagPAIl no se expresan constitutivamente, sino que responden a sefiales
ambientales. Estan reguladas por complejos mecanismos que pueden activarse o no
dependiendo de condiciones microambientales como el nivel de oxigeno, la osmolaridad, la
fase de crecimiento bacteriano, el pH, presencia o no de acidos grasos volatiles de cadena

corta.

La deteccion del estado cagA se puede realizar de forma directa mediante la realizacion de
RCP al ADN de la cepa a estudiar o de forma indirecta, mediante serologia. Mediante la

RCP se puede detectar el gen cagA, que es un marcador de la isla de patogenicidad.



La mayoria de estudios moleculares han determinado el estatus cagA mediante la presencia

0 ausencia con cebadores especificos o sondas para este gen.

Uno de los factores de virulencia mas estudiados y codificados dentro del islote de
patogenicidad es el gen cagA y su proteina CagA. Las cepas de H. pylori capaces de
codificar para esta proteina se han denominado cepas CagA positivas; el gen se ha
encontrado presente en aproximadamente el 70% de pacientes infectados con el

microorganismo®.

- Gen asociado a la citotoxina vacuolizante (vacA)

La proteina VacA es una toxina codificada por el gen vacA, que induce vacuolizacion en las
células epiteliales, la muerte celular y ladestruccion de la integridad epitelial. Posee una
estructura hexamérica y se ensambla en la bicapa lipidica celular del hospedador formando
un canal selectivo de aniones. Produce un gradiente de pH que atrae sustancias alcalinas al
interior haciendo que se capte agua por 6smosis, lo que origina una vacuolizacion alrededor
del nucleo y mas tarde el estallido y muerte celular® 1°.En el citosol, interfiere con el trafico
vesicular de los lisosomas. Es producida por aproximadamente el 90% de las cepas de H.
pylori. La infeccion por cepas que producen la toxina es mas frecuente en pacientes con

Gilcera péptica y cancer gastrico que en pacientes que sélo padecen gastritis'?.

VacA puede llevar a la muerte programada, de forma independiente a la vacuolizacion. La
presencia de vacA puede inducir la expresion de factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) y provocar el desarrollo de procesos cancerigenos.

2.3.3 Otros factores de virulencia.

Entre otros factores patogénicos de la bacteria se encuentran los lipopolisacaridos y las
proteinas Tip-a. Estas tltimas tienen una potente actividad carcinogénica a través de la

induccion de TNF-a y la activacion de NF-kf.



2.4 Dispepsia

El término dispepsia deriva del griego dvoneyia ("6vg" dis = dificultad y "néyn" pepsia =
digestion) que significa "dificil digestion”. Es una entidad que se caracteriza por una
heterogénea relacion de signos y sintomas atribuibles al tracto gastrointestinal superior, que
habitualmente incluye alguno de los siguientes: dolor o malestar centrado en el abdomen

superior, quemazon epigastrica, plenitud postprandial y saciedad precoz.

Supone un problema de salud publica muy importante, con considerables repercusiones
personales, laborales, sanitarias, econdémicas y sociales. Afecta a un gran numero de
personas de la poblacion general, es una causa frecuente de ausentismo laboral y provoca
gastos directos e indirectos enormes.

En los ultimos 25 afios ha presentado mas de 20 definiciones: desde una definicion clinica,
hasta definiciones fisiopatologicas y endoscopicas. Con el objetivo de unificar conceptos,
en la Gltima década se ha mantenido la definicion de dispepsia en base a criterios clinicos

de acuerdo al consenso de Roma 111 (2006).

2.4.1 Criterios de Roma 111 para diagnostico de dispepsia funcional

Criterios diagnosticos*. Debe incluirt!:

1. Uno o mas de los siguientes:
a. Llenura postprandial que incomoda
b. Saciedad temprana
c. Dolor epigéstrico
d. Quemazédn epigastrica y,

2. Excluir cualquier evidencia de enfermedad estructural

* Criterios que se cumplan en los ultimos 3 meses con inicio de las molestias al

menos 6 meses antes del diagndstico.



A su vez, se divide en subgrupos:

Sindrome de distrés postprandial®!:

Criterios diagndsticos*. Debe incluir uno o ambos de los siguientes:

1.

Llenura postprandial que incomoda, que ocurre después de una comida de tamafio
regular, que ocurre al menos varias veces a la semana.
Saciacién temprana que evita finalizar una comida regular, al menos varias veces

por semana.

* Criterios que se cumplan en los ultimos 3 meses con inicio de las molestias al

menos 6 meses antes del diagnostico.
Criterios de soporte:

1. Balonamiento abdominal alto o0 nausea postprandial o eructos excesivos pueden
estar presentes.

2. El sindrome de dolor epigastrico puede coexistir.

Sindrome de dolor epigastricott:

Criterios diagnosticos*. Debe incluir todo lo siguiente:

1.

o r w0 N

Dolor o quemazén localizado en el epigastrio de al menos una severidad moderada,
al menos una vez a la semana.

El dolor es intermitente.

No es generalizado o localizado en otra region abdominal o torécica.

No calma con la defecacion o eliminacion de flatos.

No llena los criterios para desordenes de la vesicula biliar o el esfinter de Oddi.

* Criterios que se cumplan en los ultimos 3 meses con inicio de las molestias al

menos 6 meses antes del diagndstico.



Criterios de soporte:

1. El dolor puede ser tipo quemazon, pero sin componente retroesternal.
2. El dolor cominmente es inducido o aliviado por la ingesta de una comida, pero
puede ocurrir en ayunas.

3. Elsindrome de distrés postprandial puede coexistir.
2.5 Enfermedades digestivas asociadas a H. pylori

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica humana produce una gastritis superficial que
puede permanecer asi durante el resto de la vida o bien, al cabo de afos desarrollar una
ulcera péptica 0 una gastritis atréfica que podria ser el primer paso para la evolucion a
cancer gastrico. Todavia no se conoce claramente por qué en unos pacientes la enfermedad
es casi asintomatica mientras que en otros se producen enfermedades digestivas de
diferente gravedad. Parece que algunos factores genéticos, ambientales o los factores de
patogenicidad de la propia bacteria pueden tener su efecto en el desarrollo de la

enfermedad.

- Gastritis: la gastritis que se origina después de la infeccion por H. pylori puede
desarrollarse sin manifestaciones o bien originar la expresion clinica propia de gastritis
aguda (dolor epigastrico, nauseas y vomitos). La gastritis cronica se caracteriza por
infiltracion inflamatoria cronica, constituida por linfocitos y células plasmaticas, con
presencia de foliculos linfoides y un grado variable de actividad. La gastritis cronica por
H.pylori es un proceso dinamico que evoluciona hacia la atrofia que afecta al antro y se

extiende en direccion al cuerpo.

La colonizacion permanente de la mucosa gastroduodenal por H. pylori va a causar una
inflamacion con un infiltrado mixto en el que predominan los leucocitos
polimorfonucleares, pero también con linfocitos y células plasmaticas, dando lugar a lo que
se denomina gastritis cronica activa, como ya hemos dicho. Una de las caracteristicas de
este infiltrado en la edad pediatrica es la mayor presencia de linfocitos y células plasmaticas
y una afectacion mas leve que la que tiene lugar en el adulto, por lo que se denomina

gastritis cronica superficial activa.
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La bacteria puede ser identificada en biopsias gastricas mediante tincion de Giemsa y en

presencia de mucha cantidad de bacterias incluso con hematoxilina-eosina.

Después de la erradicacion del microorganismo, la gastritis histologica mejora lentamente
pero no desaparece totalmente hasta seis meses o un afio después de la finalizacion del

tratamiento.

- Ulcera péptica: la asociaciéon de H. pylori con la ulcera duodenal es clara, ya que un
90-95% de los pacientes presentan el microorganismo y se curan en su gran mayoria al
erradicar la bacteria. Con respecto a la ulcera gastrica, también existe una clara relacion,
aunque s6lo un 70% de este tipo de tlceras esta asociada a la presencia de H. pylori, el
resto se asocian al consumo de antiinflamatorios no esteroideos. La tulcera gastrica o
duodenal relacionada con la infeccion por H. pylori es muy poco frecuente en la edad

pediatrica respecto a lo que ocurre en el adulto?,

- Cancer gastrico: la infeccion por H. pylori origina una gastritis superficial y si se
continua puede aparecer atrofia, que es una condicion precancerosa. En 1994, la Agencia
Internacional para la Investigacion en Céancer de la Organizacion Mundial de la Salud
incluy6 a H. pylori como agente bioldgico carcinogénico para el hombre (categoria 1)

basandose en evidencias epidemioldgicas que le asocian con cancergéstrico®®.

- Linfoma gastrico tipo MALT: el 90% de los pacientes con linfoma MALT son
positivos para H. pylori. Este tipo de linfoma se localiza preferentemente en el antro del
estdmago, dado que es la zona donde existe mas tejido linfoide. Ademas, varios estudios
apoyan la asociacion de H. pylori con esta enfermedad puesto que tras la erradicacion de la

bacteria se ha observado la regresion del linfoma de bajo grado.
2.6 Métodos diagnosticos para la deteccion de la infeccién por H. pylori.

La infeccion por H. pylori puede diagnosticarse mediante métodos invasivos 0 no
invasivos. En los primeros se requiere realizacion de endoscopia con toma de biopsia

gastrica mientras que los segundos la omiten.
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Un método diagnostico ideal seria uno no invasivo, economico, seguro, disponible en todos
los centros y que fuera capaz de diferenciar infeccion activa de una adquirida
anteriormente. Ninguno de los métodos que existen en la actualidad cumple con todas estas

caracteristicas. Los métodos existentes presentan ventajas y ciertos inconvenientes.

Sin embargo, con el advenimiento de técnicas de biologia molecular, como es la reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa se ha abierto una nueva etapa de diagnostico,
denominado diagndstico molecular. Dada la gran especificidad y sensibilidad de la técnica
de RCP, es una herramienta esperanzadora de gran utilidad en los microorganismos de

dificil cultivo como es el caso del H. pylori.

Métodos invasivos

La endoscopia con toma de biopsia para el estudio histologico permitira diagnosticar la
infeccion mediante el cultivo de dicha biopsia, asi como daré a conocer la sensibilidad a los

antimicrobianos.

El cultivo es considerado por algunos como el método de referencia para el diagnostico de
la infeccion por H. pylori; sin embargo, la demostracién de la infeccion para H. pylori en
cultivo, muestra un amplio rango de sensibilidad. El espectro de los datos publicados es
muy variable. Algunos informan sensibilidad baja, otros sensibilidad mayor de 90%, lo cual
depende de los diversos factores que influyen la obtencion de cultivos positivos para H.
pylori. Es probable que a estos factores se deba la presencia de falsos positivos en este
método diagnostico.
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Cabe destacar ademas que es un método lento de diagnostico que puede demorarse varios
dias y que la sensibilidad de la técnica depende de la experiencia en su cultivo y de que la
toma y el transporte se realicen en las condiciones adecuadas. La identificacion se realiza
mediante vision en fresco con un microscopio de contraste de fases para ver a morfologia o
bien mediante tincién de Gram. Las pruebas positivas de catalasa, ureasa y oxidasa
confirman la identificacion. La muestra mas habitual para el cultivo es una biopsia a partir

de mucosa gastrica.

- Examen histopatoldgico. El estudio histologico de la biopsia permite conocer las

lesiones de la mucosa ademas de detectar la infeccion por H. pylori.

La confirmacion histologica de la inflamacion de la mucosa es fundamental para el
diagndstico de la gastritis y su clasificacion. Ademas, permite detectar zonas de metaplasia

intestinal. La técnica de tincion es facil, rdpida, de bajo coste y de alta utilidad®*.

Se han utilizado diferentes tinciones como la de Gram, Giemsa, Carbolfuchina, Genta o
tinciones inmunohistoquimicas. La vision microscopica tiene una sensibilidad y

especificidad menor que la del cultivo.

- Prueba de la ureasa. Esta prueba permite detectar la presencia de la descomposicion de
la urea en anhidrido carbénico y amoniaco. La prueba de la ureasa rapida se puede realizar
directamente con la muestra de biopsia gastrica. Existen diferentes reactivos comerciales
que contienen urea a diferentes concentraciones y un indicador de pH. Los resultados de

sensibilidad y especificidad son en general superiores al 80% y 90%.
- Reaccidn en cadena de la polimerasa en el diagndstico de H. pylori.

La reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) es una técnica biotecnologica que tiene
como fin el amplificar o reproducir in vitro un nimero de copias de una region especifica
de ADN, con la finalidad de reproducir cantidad suficiente de un fragmento para su

evaluacion.
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Su aplicacién es un campo muy extenso, que incluye no solo a la biologia molecular, sino
también a la biotecnologia, la genética, la epidemiologia, las ciencias forestales, las ciencias
forenses, la microbiologia, el diagndstico de enfermedades infecciosas®.

Tiene una alta especificidad y sensibilidad por lo que su expansion para el diagnostico de
virus, parésitos y bacterias de dificil cultivo es muy llamativa. De esta manera ofrece un
diagnostico confiable, con mayor rapidez, y menor trabajo en comparacion a realizar

cultivos.

Entre otras ventajas se puede mencionar que la secuencia especifica de interés no necesita
estar aislada del genoma, sino que al realizar su reproduccion, se puede separar del resto del
ADN por medio de electroforesis en geles de agarosa, ademas la cantidad de material que

se requiere para el inicio de la reaccion es muy pequefial®.

La RCP requiere para su realizacion lo siguiente: 2 oligonucledtidos sintéticos o cebadores
(primers), complementarios a la region de interés; una enzima termoestable, Taq
polimerasa, proveniente de la bacteria Thermusaquaticus y 4 desoxiribonucle6tidos (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP)™.

De esta manera se obtiene una duplicacion exponencial de la secuencia de interés por
medio de 3 pasos fundamentales en un proceso ciclico; es decir, cada ciclo consta de un
proceso de desnaturalizacién (95°C) que permite la apertura de las dobles cadenas; luego
viene seguido por un proceso de anillamiento (40-65°C), que consiste en la union o el
apareamiento de los oligonucledtidos o cebadores que se encuentran en la mezcla de
reaccion con los extremos 3" de la secuencia especifica del ADN, formando una unién
ayudada por enlaces ionicos; en donde la enzima Tag-polimerasa se pueda unir y comenzar
en presencia de los 4 nucledtidos trifosfatos con la tercera etapa que es la fase de sintesis
(72°C), la cual se refiere al copiado del templado que se van uniendo por enlaces idnicos

dando como resultado una nueva molécula del fragmento de ADN de interés.

Dada la gran especificidad y sensibilidad de la técnica de RCP se ha abierto una nueva
etapa de diagnostico, denominado diagnéstico molecular; de gran utilidad en los

microorganismos de dificil cultivo como es el caso del H. pylori.



14

El diagndstico por RCP de H. pylori tiene una sensibilidad y especificidad de 95 %, de
hecho algunos estudios la encuentran igual de sensible que el cultivo a partir de biopsia
gastrica. Actualmente se esta utilizando la RCP a tiempo real que ademas permite la

deteccion de cepas resistentes a antibioticos™®.

La especificidad de esta técnica viene dada por el uso de oligonucledtidos sintéticos,
especificos para determinado gen y que facilitan la amplificacion de una secuencia
nucleotidica, que a su vez es especifica para el H. pylori; es por esta razon que en los
ultimos afos se ha disefiado una variedad de pruebas diagnosticas para esta bacteria por
medio de RCP basandose en oligonucleotidos provenientes del gen de la ureasa A (ureA),
oligonuclettidos provenientes de los genes que codifican el ARN ribosomal 16S (ARNr

16S)oligonucleotidos provenientes del gen de la fosfoglucosa mutasa (gimM).

En los ultimos afios, la determinacién del ADN de H. pylori a través de RCP también se ha
estudiado en otras muestras como heces, saliva 0 agua. La mayoria de las técnicas Se basan

en la RCP, tanto punto final como en tiempo real.

Métodos no invasivos.

Entre los métodos no invasivos tenemos a los siguientes:

- Serologia: los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos
frente a H. pylori en suero. La serologia es util en los estudios de poblaciones
seleccionadas, sin embargo, su principal problema radica en que no puede diferenciar la

infeccion activa de la exposicion previa al microorganismo.

H. pylori provoca una respuesta inmunitaria, tanto local como sistémica. El sistema inmune
responde con un aumento transitorio de IgM, seguido de un aumento de anticuerpos de los

tipos IgG e IgA que persisten durante la infeccion.

Puesto que los anticuerpos IgM se detectan sélo transitoriamente, tienen poco valor para el
diagnostico. La principal respuesta sistémica es de tipo IgG por lo que la deteccion de estos

anticuerpos es la mas utilizada para el diagnostico.
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La deteccion de anticuerpos especificos contra algunas proteinas del microorganismo,

como CagA y VacA tiene especial interés en estudios sobre virulencia.

- Deteccion de anticuerpos en saliva: aunque debido a la comodidad de la obtencion de la
muestra se ha esperado mucho de esta técnica, los datos de sensibilidad obtenidos, no

permiten ser optimistas respecto a su implementacion.

- Prueba del aliento, es el método indirecto para detectar la ureasa de H. pylori. Si H.
pylori se encuentra en el estobmago va a hidrolizar la urea ingerida previamente y se va a
liberar CO2 marcado que se absorbe, difunde a sangre, es transportado a los pulmones y es

liberado con el aliento.

Se considera uno de los métodos no invasivos mas seguros para detectar H. pylori. La
prueba del aliento indica una infeccion actual por la bacteria, ya que en una infeccion
pasada el resultado seria negativo. Por esto es Util como seguimiento del tratamiento

realizado 4 a 6 semanas después de finalizado.

- Antigeno en heces: es un método directo no invasivo que permite la deteccion de

antigeno de H. pylori en muestras de heces.

Existen varios sistemas comerciales que permiten detectar la presencia de antigeno en heces
con anticuerpos policlonales 0 monoclonales. Se ha descrito como valida para establecer el
diagnostico inicial, verificar la eficacia del tratamiento en las cuatro o seis semanas

posteriores a su realizacion y comprobar la reaparicion de una infeccion.
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3. ANTECEDENTES

Diversos trabajos fueron conducidos anteriormente para determinar la infeccion de H.

pylori y sus factores de virulencia por medio de biologia molecular.

Se realiz6 un estudio en Argentina donde se midio la expresion de los genes hsp60 y cagA.
En este estudio se definié que el paciente tenia infeccion por H. pylori al estar presente el
gen hsp60. Sobre el total de muestras procesadas, se obtuvieron resultados positivos en un
81 % (39/48). Se obtuvo una gran concordancia al evaluar la deteccion de H. pylori por
RCP vy por el estudio histoldgico: todas las muestras positivas por RCP también lo fueron
por coloraciones histologicas'®. Los porcentajes de positividad mencionados fueron
similares a los encontrados por otros autores al analizar muestras de pacientes sintomaticos,
tanto en América Latina como en el exterior. Los autores concluyeron que la amplificacion
de secuencias de hsp60 podria ser una alternativa diagndstica eficiente para detectar H.
pylori, tanto en muestras de biopsia gastrica como en estudios no invasivos, utilizando
saliva 0 heces.En un segunda etapa, a partir del ADN obtenido de 22 de las muestras que
fueron positivas para H. pylori del gen hsp60, se investigo la presencia del gen cagA. Se

encontro que 15/22 de estas presentaron el genotipo cagA+.

Moncayo Yy colaboradores, estudiaron a 73 pacientes, 19 (26%) fueron hombres y 54 (74%)
mujeres, con edades entre 13 y 84 afios; casi todos los pacientes (30.1%) se ubicaron en un
rango de edad entre 31 y 40 afos. El estudio endoscépico reveld que 70 pacientes
presentaban algun tipo de gastritis (95.9%), de los cuales sélo 40 tenian gastritis y los otros
30 presentaban gastritis asociada con otra enfermedad gastroduodenal. De los 70 pacientes
con gastritis 68 fueron H. pylori positivos. La combinacion de los resultados de las dos
biopsias mostré que 94.5% de los pacientes tenian H. pylori. Los resultados en la RCP-

ureC de biopsia antral establecié que 86.3% de los pacientes tenfan la bacterial’.

En el 2012, en pacientes de Venezuela se evalud la infeccion por H. pylori en diferentes
muestras del tracto digestivo superior de pacientes dispépticos, mediante la deteccion por

RCP de genes esenciales (gImM y ureA) y de virulencia (cagA)*.
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De los 104 pacientes estudiados, H. pylori fue encontrado en 53.8, 69.2 y 58.7% de las
muestras de jugo gastrico, biopsias gastricas y esofagicas, respectivamente, con una
predominancia de cepas cagA+ en jugo y biopsias gastricas. La deteccion de H. pylori en
jugo gastrico y biopsias esofagicas mostrd una alta sensibilidad y especificidad en relacion
a la deteccion en biopsias gastricas, 1o cual sugiere que ambos tipos de muestras pueden ser

utilizados eficazmente para un diagnéstico seguro de la infeccion por H. pylori®,

Bosques Padilla y colaboradores, estudiaron a 231 pacientes sintomaticos en el noreste de
México, a los cuales se les realizd endoscopia gastrointestinal. La prevalencia de H. pylori
fue de 67.8% determinado por histologia, prueba de la ureasa, cultivo o serologia. De 177
pacientes infectados por H. pylori, 90 (50.8%) fueron positivos al antigeno CagA. H.
pylori CagA + fue encontrado en 77.8% de personas con Ulcera péptica y en 43.2% de
enfermos con dispepsia funcional. Sin embargo, no se encontré asociacion de estos

pacientes con cancer gastrico®®.

En el 2004, el mismo autor junto con Garza Gonzalez, determind genotipos vacA y cagA
por medio de RCP y correlacioné estos genotipos con diferentes resultados clinicos. No se
encontrd asociacion entre vacA y cagA con las patologias estudiadas, entre las que se

mencionan, enfermedad ulcerosa péptica y dispepsia funcional?.

En el 2011, Avendafio y colaboradores, realizaron en la poblacién de Mexicali, B.C, un
estudio para evaluar la prevalencia de anticuerpos 1gG anti-CagA y anti-VacA en suero
mediante ELISA en pacientes con dispepsia e infeccion por H. pylori y determinaron,
ademas, su asociacion con Ulcera gastrica, Ulcera duodenal y neoplasia gastrica.Se
incluyeron un total de 41 pacientes con dispepsia y Clo-test positivo. ElI 68.3%
correspondio a pacientes del sexo femenino; con edades entre 21 y 81 afios. Un total de 8
pacientes (19.5%) resultaron con procedimiento endoscépico normal; 3 pacientes resultaron
con ulcera duodenal (7.3%) y 4 mas con Ulcera gastrica; 21 (51% de los pacientes)
resultaron con algln tipo de gastritis; los 5 pacientes restantes manifestaron hallazgos
endoscopicos compatibles con hernia hiatal, varices esofagicas y hemorragias

subepiteliales?..
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En total, se obtuvieron tres pacientes VVacA positivo sin hallazgos endoscépicos de Ulcera o
neoplasia. Un paciente CagA positivo sin hallazgos endoscépicos de Ulcera o neoplasia. En
cuanto a la correlacion entre niveles de anticuerpos Anti CagA y Anti VacA vy hallazgos
histopatoldgicos, de los tres pacientes con resultado positivo de titulos Anti VacA y
endoscopia sin Ulcera o neoplasia, se reportaron como hallazgos histopatologicos gastritis
cronica y en un paciente CagA positivo sin evidencia endoscopica de Ulcera o neoplasia, el
hallazgo fue gastritis cronica?.

Este estudio sugirié que la probabilidad de tener Ulcera géstrica, duodenal o neoplasia con
titulos positivos de anticuerpos contra las proteinas VacA y CagA del H. pylori en la
poblacion atendida en el Hospital General de Mexicali por dispepsia no estudiada es

practicamente nula?.

En Etiopia, un pais en vias de desarrollo, se realizd un estudio donde se incluyeron 273
pacientes con infeccién con H. pylori determinado por biopsia géastrica, se detectd el gen
cagA en el 79 % de los pacientes, y el gen vacA en el 90 %, dando con la anterior una de las
mas altas prevalencias de estos factores de virulencia a nivel mundial. La correlacion
histopatolégica de los genotipos cagA y vacA mostro que estas cepas fueron detectadas en

un mayor grado con gastritis cronica y con otras patologias?.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion por H. pylori genera un importante problema de salud publica, sobre todo en
paises en vias de desarrollo. A nivel mundial se calcula que mas del 50 % de la poblacion

cursa con una infeccién a causa de este microorganismo.

En México su prevalencia se estima es mayor al 70 %.

Su participacion causal de H. pylori en la dispepsia, gastritis, enfermedad ulcerosa y cancer

gastrico, es actualmente indiscutible.

Los dos factores de virulencia mas importantes producidos por la bacteria son los productos

codificados por los genes cagA y vacA.

El determinar que pacientes con dispepsia expresan estos genes seria crucial para poder

orientar el prondstico de cada caso.

Por lo anterior consideramos que es importante estudiar a pacientes que cursan con
dispepsia y determinar si ademas de cursar con la infeccion por H. pylori se encuentran

expresando los genes cagA y vacA.

4.1. Pregunta de Investigacion

¢Cual es la prevalencia de los factores de virulencia cagA y vacA en pacientes con

dispepsia organica y funcional que acuden al Hospital General de Mexicali?
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5. JUSTIFICACION

La literatura menciona que la expresion de los genes cagA y vacA, esta asociada con
enfermedad més severa, por ejemplo Glcera duodenal, Ulcera géastrica o neoplasia. Sin
embargo, esta asociacion varia entre las regiones geograficas y grupos étnicos. En nuestro
pais, la prevalencia de infeccion por H. pylori en la poblacién general es muy importante

(mas del 80 % en mayores de 40 afos).

Si se demuestra que los pacientes con dispepsia no estudiada que acuden al Hospital
General de Mexicali, expresan los factores de virulencia cagA y vacA, podriamos tener una

idea més precisa del pronostico esperado para estos pacientes.

Por otra parte, es importante investigar si los resultados previos son correctos o reales ya
que se encontré una baja prevalencia de factores de virulencia medidos por serologia,
encontrandose solo 3 pacientes VVacA positivo sin hallazgos endoscépicos de ulcera o
neoplasia y un paciente CagA positivo sin hallazgos endoscopicos de Ulcera o neoplasia. Al

comparar el promedio entre grupos no se encontro diferencia estadisticamente significativa.

Por lo tanto, se justifica realizar este estudio con otra técnica (RCP) para medir los factores

de virulencia.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Detectar mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) punto final los
factores de virulencia cagA y vacA en pacientes con dispepsia organica y funcional
infectados por H. pylori en una poblacién del Hospital General de Mexicali.

6.2. Objetivos especificos

e Determinacion de la infeccion de H. pylori en pacientes con dispepsia organica

y funcional.

e Determinar la presencia del gen cagA en pacientes con dispepsia organica y

funcional infectados por H. pylori.

e Determinar la presencia del gen vacA en pacientes con dispepsia organica y
funcional infectados por H. pylori.

e Determinar si existe diferencia de la expresion de los genes cagA y vacA en

pacientes con dispepsia orgénica y dispepsia funcional.

e Determinar las caracteristicas demogréaficas de los pacientes con dispepsia

organica y funcional.

7. HIPOTESIS
7.1. Hipdtesis Descriptiva

La presencia de los factores de virulencia cagA y vacA determinados por RCP punto final
en pacientes con dispepsia organica y funcional en el Hospital General de Mexicali es

menor a la prevalencia en otros paises en vias de desarrollo (79-90%).
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8. METODOLOGIA
8.1 Disefio del estudio
El presente trabajo es un estudio descriptivo, prospectivo, de corte transversal.
8.2 Universo de estudio

Se incluyeron pacientes con diagnostico de dispepsia no estudiada a los que se les realizo

endoscopia de tubo digestivo alto en el Hospital General de Mexicali (HGM).
8.3 Seleccidn de las pacientes
8.3.1Criterios de inclusion

1. Pacientes con dispepsia funcional de acuerdo a los criterios de Roma IlI:
Criterios diagnoésticos*. Debe incluir:
Uno o maés de los siguientes:
a. Llenura postprandial que incomoda
b. Saciedad temprana
c. Dolor epigéstrico
d. Quemazdn epigastricay,
Excluir cualquier evidencia de enfermedad estructural
* Criterios que se cumplan en los ultimos 3 meses con inicio de las molestias al menos 6
meses antes del diagnostico.
2. Pacientes con dispepsia organica (aquellos pacientes que posterior al resultado de
endoscopia se determine evidencia de enfermedad ulcerosa péptica ya sea Ulcera duodenal,
Ulcera géstrica).
3. Referidos de la consulta externa y hospitalizacion del HGM para endoscopia, con 0 sin
sintomas de alarma.

4. Firma de consentimiento informado.
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8.3.2Criterios de exclusién

1. Historia de gastrectomia parcial.

2. Embarazo.

3. Pacientes que hayan recibido inhibidor de bomba de protones en los 2 meses previos al
estudio.

4. Pacientes que se encuentren bajo tratamiento con antibioticos.

5. Pacientes que hayan recibido tratamiento para erradicacion de H. pylori.

6. Pacientes que no den consentimiento informado.

8.3.3 Criterios de eliminacion
1. Tejido gastrico insuficiente.
8.3.4. Poblacion y muestra

Se incluyeron a los pacientes que acudieron durante el periodo de 11 de mayo de 2011 al 18
de mayo de 2012 al Hospital General de Mexicali, y a los cuales se les hizo el diagndstico
de dispepsia no estudiada. Los pacientes recibieron una hoja informativa que leyeron, y
firmaron una carta de consentimiento informado. De cada paciente se obtuvo una biopsia de

tejido gastrico. Se les realiz6 diagnostico histolégico por un médico patélogo.
8.4. Descripcion de las Variables

8.4.1. Variables Dependientes

Dispepsia.

Definicion: entidad caracterizada por una heterogénea relacion de signos y sintomas
atribuibles al tracto gastrointestinal superior, que habitualmente incluye alguno de los
siguientes: dolor o malestar centrado en el abdomen superior, quemazon epigastrica,

plenitud postprandial y saciedad precoz.

Dispepsia funcional: diagnostico basado en los criterios de ROMA I11. * Criterios que se

cumplan en los Gltimos 3 meses con inicio de las molestias al menos 6 meses antes del

diagnostico.
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1. Uno o mas de los siguientes:
a. Llenura postprandial que incomoda
b. Saciedad temprana
c. Dolor epigéstrico
d. Quemazodn epigastricay,

2. Excluir cualquier evidencia de enfermedad estructural

Dispepsia orgénica: evidencia de enfermedad ulcerosa péptica (Glcera duodenal, Ulcera

gastrica).

Tipo de variable: nominal dicotdmica

Nivel de medicidn: presente — ausente.

8.4.2Variables Independientes
Expresion del gen ureA

Definicion: gen que codifica para la proteina ureasa, la cual es una metaloenzima que
cataboliza la hidrdlisis de la urea presente en el estdmago en amonio y diéxido de carbono.

Tipo de variable: nominal dicotdmica

Nivel de medicion: presente — ausente.

Expresion del gen cagA

Definicion: gen que codifica para la proteina CagA, la cual es una proteina de un peso
molecular entre 120 a 140 kDa altamente inmunogénica.

Tipo de variable: nominal dicotdmica

Nivel de medicidn: presente — ausente.

Expresion del gen vacA

Definicion: gen que codifica para la proteina VVacA, la cual es una toxina codificada por el
gen vacA, que induce vacuolizacién en las células epiteliales, la muerte celular y la

destruccion de la integridad epitelial.

Tipo de variable: nominal dicotdmica
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Nivel de medicion: presente — ausente.

8.5. Procedimientos

Endoscopia. Se requirié ayuno de por lo menos 12 hrs previo al procedimiento. Como
premedicacion se empled midazolam a dosis respuesta y xilocaina local en spray. Para los
estudios endoscdpicos se empled un videoendoscopio Fujinon de vision frontal,de 10 mm de
didmetro, modelo EG-590ZW.

Todos los pacientes recibieron oxigeno suplementario a 3 L por minuto y se monitorizaron

con oximetria de pulso y frecuencia cardiaca.

Se obtuvieron 2 biopsias de antro y 2 de fundus, mediante una pinza para biopsia marca
Fujinon modelo BF2418SF.

Biopsia gastrica y aislamiento de cepa.

Se utilizaron dos sets de muestras de biopsias gastricas. Una muestra de biopsia se
almacend a -20°C hasta extraccion de ADN. Las muestras descongeladas fueron
homogenizadas en tubos de Griffith conteniendo 400 mL de solucion salina (0.85 %
[wt/vol]) transferidos a tubos de Eppendorf de 1.5 mL de (0.85% [wt/vol]), y centrifugados
(10,000 por dos minutos) y el supernadante fue desechado.

Los granulos fueron resuspendidos en un amortiguador de extraccién (20 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 0.5 % [vol/vol] Tween 20) y en proteinasa K (0.5 ng/mL), centrifugados por 2 a 5
segundos e incubados a 56°C por una hora y posteriormente a 100°C por 10 minutos. El

ADN extraido fue almacenado a -22°C hasta ser requerido.

La determinacién por RCP convencional de los genes vacA y cagA de H. pylori se llevé a
cabo en el laboratorio de bioguimica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Baja California. Para tal efecto se obtuvo una muestra del material gastrico
de las biopsias y se colocO en un vial de plastico de Eppendorf. Se trasladaron
inmediatamente al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina en un termo con

hielo.

Ensayo convencional de RCP. El ensayo de RCP tuvo como objetivo la subunidad 16 del
gen de ARNr de H. pylori y se realizo con el primer par de Hpl y Hp2.
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La mezcla de 50 mL de RCP se constituyo en 5 mL de ADN extraido, 200
mMdeoxinucleosidotrifosfato (ANTP) (Gibco BRL, Paisley, Escocia), 0.4 mM base (MWG
Biotech, Milton Keynes, Inglaterra), 1.5 mM MgCI2 y 1 U de Taq polimerasa (Gibco BRL)
en amortiguador de RCP (20 mM Tris-HCI [pH 8.4], 50 mMKCI, 0.2 % [vol/vol] glicerol),
fue sujeto por 5 minutos a desnaturalizacion a temperatura de 95°C, seguido de 35 ciclos
de 30 segundos cada uno a desnaturalizacion con temperatura de 95°C, posteriormente con
temperatura de 60°C y finalmente a 72° C por 5 minutos.

Método de extraccién de DNA:

Centrifugar 1 mL de por dos minutos a 13,000-16,000xg (méxima velocidad en una
microcentrifuga). Desechar el supernadante.

Lisis de células

1. Agregar 600 uL de solucion de lisis de nucleo. Mezclar gentilmente con una
pipeta

2. Incubar por 5 minutos a 80°C, posteriormente enfriar a temperatura
ambiente.

3. Mezclar, incubar a 37°C por 15 a 60 minutos, posteriormente enfriar a
temperatura ambiente.

Precipitacion de proteinas

1. Agregar 200 uL de solucion de precipitacion de proteinas.

2. Incubar en hielo por cinco minutos.

3. Centrifugar a 13,000-16,000xg (méxima velocidad en una microcentrifuga)
por tres minutos.

4. Transferir el supernadante para limpiar el tubo conteniendo 600 uL de
isopropanolol a temperatura ambiente. Mezclar.

5. Centrifugar y decantar el supernadante.

6. Agregar 600 uL de etanol al 70 % a temperatura ambiente.

7. Centrifugar por 2 minutos a 13,000-16,000xg (maxima velocidad en una
centrifuga).

8. Aspirar el etanol y secar por 10-15 minutos.
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9. Rehidratar en 100 uL de solucién de rehidratacion por una hora a 65° C.

Tabla 1.Secuencias nucleotidicas utilizadas para la deteccion de H. pylori por medio
de RCP punto final.

Secuencia amplificada Tamario del Secuencia del oligonucledtido sintético
producto de (5°-3")
RCP

Gen ureA 411 pb

ureA+ GCC AAT GGT AAATTAGTT
ureA* CTCCTT AATTGT TTT TAC
Gen cagA 348 pb

cagA+ GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG
cagA* CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
Gen vacA 348 pb

vacA+ GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG
vacA* CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA

+ secuencia del cebador hacia adelante
* secuencia del cebador hacia atras
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un estudio descriptivo, de corte transversal. Las variables de interés se estudiaron
mediante estadistica descriptiva. Se calcul6 la proporcion de los pacientes con dispepsia
portadores o0 no de los genes ureA, cagA y vacA y se reporto en cantidad y porcentajes.

Se calcularon las medias y desviaciones estandares de los datos epidemioldgicos.
Se traté de comparar la diferencia entre los valores de positividad de cagA y vacA entre los

grupos de dispepsia funcional y organica mediante la prueba de bondad de ajuste para

comparacion de proporciones. Lo cual no fue factible por el tamafio de la muestra.
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10. ASPECTOS ETICOS, NORMATIVOS Y DE SEGURIDAD

El presente estudio se desarrollé en apego a las disposiciones legales de la Ley General de
Salud de los Estados Unidos Mexicano, la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012,
que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en
seres humanos; a la legislacion aplicable en materia de proteccion al ambiente como la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos- Clasificacion y especificaciones de
manejo; y de conformidad con los principios éticos emanados de la décimo octava
Asamblea Médica Mundial de Helsinki, Finlandia en 1964 y sus respectivas modificaciones

hechas por dicha asamblea.

Se explico a cada paciente la naturaleza del estudio, su objetivo, procedimientos
involucrados, duracion esperada, riesgos potenciales y beneficios derivados, asi como
cualquier molestia que se pudiera ocasionar. A cada participante se le informd que la

participacion en el estudio era de caracter voluntario,

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion, se

obtuvo el consentimiento bajo informacion por escrito de cada participante en el estudio.
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Se incluyeron un total de 59 pacientes con dispepsia no estudiada en el periodo del 11 de

mayo de 2011 al 18 de mayo de 2012. Los datos demograficos se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Datos demograéficos.

Total ureA + cagA + vacA + cagA +,
vacA +
Pacientes 59(100) | 53(89.8) | 34 (64.15) | 35 (66.30) 25 (47.16)
Sexo, hombre/mujer 29/30 25/28 20/14 17/18 13/12
Edad, media, afios 50.6 51 51.5 50 53.4
(DE) (14.5) (14.9) (13.25) (14.43) (13.83)
Duracion de la 12(20.3) | 12(20.3) | 8(66.6) 7 (58.3) 5 (41.6)

dispepsia, > 1 afio

Los datos en la tabla se muestran como: n (%)

DE: desviacion estandar

11.1 Determinacion de la infeccion de H. pylori en pacientes con dispepsia.

De los 59 pacientes con dispepsia no estudiada, a 53 se les realizd el diagnostico de

infeccion por H pylori (figura 2) por medio de la técnica RCP punto final - expresion del

gen ureA en tejido gastrico-. Esta cantidad de pacientes representa un 89.83%
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Figura 2. Deteccion del gen ureA en biopsia gastrica de pacientes con

dispepsia.

M ureA + M ureA -

6 (10.17%)

53 (89.83%)

Figura 3. Deteccion del gen ureA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

funcional.

urea A+ urea A -

6 (14.29%)

36 (85.71%)



32

Figura 4. Deteccion del gen ureA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

organica.

W urea A+

17 (100.00%)

11.2 Expresion del gen cagA

La expresion del gen cagA en pacientes con dispepsia infectados por H. pylori se detectd en

34 de los 53 pacientes, lo que representa un 64.15% (figura 5).
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Figura 5. Deteccion del gen cagA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

infectados por H. pylori.

M cagA + M cagA -

19 (35.85%)

34 (64.15%)

11.3 Expresion del gen vacA

La expresion del gen vacA en pacientes con dispepsia infectados por H. pylori se detectd en

35 de los 53 pacientes, lo que representa un 66.04% (figura 6).
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Figura 6. Deteccion del gen vacA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

infectados por H. pylori.

M vacA + M vacA -

18 (33.96%)

35 (66.04%)

11.4 Hallazgos endoscopicos

Finalmente, los hallazgos endoscopicos se muestran en la tabla 3. Solo 9 pacientes
presentaron caracteristicas estructurales normales. El hallazgo predominante fue gastritis
(17 pacientes, 28.8%) entre las que se incluyeron: gastritis erosiva, no erosiva, cronica.
Ulcera péptica,se diagnosticé en 17 pacientes (28.8%). Tres pacientes presentaron varices
esofagicas al momento del estudio y sélo en un paciente se documentdé metaplasia

intestinal.
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Tabla 3. Hallazgos endoscépicos de pacientes con dispepsia.

Total | ureA+ | cagA |vacA+ | cagA+ | ureA— | cagA—
+ vacA + vacA —

Normal 9 9 5 6 5 0 3
(15.25)

Gastritis 17 14 10 10 8 3 2
(28.8)

Ulcera duodenal 11 11 6 8 4 0 1
(18.6)

Ulcera gastrica 6 6 4 4 3 0 1
(10.1)

Vaérices esofagicas 3 2 1 2 1 1 0
(5.08)

ERGE 4 3 3 1 1 1 0
(6.77)

Hernia hiatal 3 3 2 2 2 0 1
(5.08)

Metaplasia 1 1 0 0 0 0 1

intestinal (1.69)

Otros 5
(8.47)

Esofagitis 1 0 0 0 0 0 0

GD 1 1 0 1 0 0 0

GPH 1 1 1 0 0 0 0

GDE 1 1 1 1 1 0 0

Ulcera esofagica 1 1 1 0 0 0 0

Los datos en la tabla se muestran como: n (%)
ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico.
GD: gastroparesia diabética

GPH: gastropatia portal hipertensiva

GDE: gastroduodenitis erosiva
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Figura 7. Clasificacion de los pacientes con dispepsia organica infectados

Ulcera duodenal

6 (35.29%)

Ulcera gastrica

por H. pylori.

11 (64.71%)

Tabla 4. Expresion de los factores de virulencia cagA y vacA en pacientes con

dispepsia organica.

Total |ureA+ |cagA+ | vacA+ | cagA+ | ureA— | cagA-—
vacA + vacA —
Ulcera duodenal 11 11 6 8 4 0 1
(18.6)
Ulcera gastrica 6 6 4 4 3 0 1
(10.1)
Ulcera péptica 17 17 10 12 7 0 2




Figura 8. Deteccion del gen cagA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

organica.

W cag A+ M cag A -

7 (41.18%)

10 (58.82%)

Figura 9. Deteccion del gen vacA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

organica.

M vac A+ M vac A -

5(29.41%)

12 (70.59%)

37
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Figura 10. Deteccion de los genes cagA y vacA en biopsia géastrica de pacientes con

McagA+yvacA+

10 (58.82%)

dispepsia organica.

M cagA-yvacA-

7 (41.18%)

Tabla 5. Expresion de los factores de virulencia cagA y vacA en pacientes con

dispepsia funcional.

Total | ureA + | cagA + | vacA + cagA + ureA— | cagA -
vacA + vacA —
Dispepsia 42 36 24 23 18 0 7

funcional
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Figura 11. Deteccion del gen cagA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

funcional.

Wcag A+ Mcag A-

12(33.3 %)

Figura 12. Deteccion del gen vacA en biopsia gastrica de pacientes con dispepsia

funcional.

13(36.11 %)
mvacA+

mvacA-

23(63.8 %)



80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

Figura 13. Deteccion de los genes cagA y vacA en biopsia gastrica de pacientes con

WcagA+yvacA+

18 (50 %)

dispepsia funcional.

m No(cagA+vacA+)

18 (50 %)

Figura 14. Factores de virulencia segun dispepsia

66.6% (24)
58.8% (10)

CAGA +

70.58% (12)

m D. ORGANICA

VACA+

63.88% (23)

m D. FUNCIONAL

50.0% (18)

4L17%(7) I

CAGA+/VACA+
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12. DISCUSION

Estos resultados comparados con un estudio previo? en el que se determinaron los
antigenos mediante serologia, muestran una mayor expresion de estos factores de virulencia
en pacientes con dispepsia funcional y organica. Lo anterior probablemente debido a que la

técnica RCP es mas sensible que la deteccion de anticuerpos.

A pesar de que la prevalencia de factores de virulencia fue alta, sigue representando un
menor porcentaje del encontrado en otros estudios realizados en paises en vias de desarrollo
(79-90%)22.

Este hallazgo puede ser debido a diversos factores ambientales y socioeconémicos que
marcan diferencias en las condiciones de la poblacion que acude al Hospital General de
Mexicali en comparacién a las de las poblaciones descritas en los trabajos realizados por

otros grupos de investigadores.

Cabe mencionar que la prevalencia de polimorfismos ya descritos de los genes cagA y
vacA pueden ser otro de los factores que modifiquen la expresion en una poblacion

estudiada.

Por otra parte, la ciudad de Mexicali, al ser frontera con Estados Unidos de Ameérica,
genera diferencias importantes en estilos de vida en la poblacion mexicana que pudieran ser

motivo de la presencia o ausencia de estos factores patogénicos.

La relacion de los factores de virulencia en pacientes con dispepsia y Ulcera y/o cancer
gastrico ha sido anteriormente planteada. No fue este el objetivo de nuestro estudio, pero en
ninguno de los 59 pacientes se demostrd evidencia de cancer gastrico.

En conjunto, nuestros hallazgos abren la posibilidad de nuevos estudios que nos permiten
elucidar los factores que regulan la sobreexpresion o inhibicion de estos genes en
poblaciones de diferentes regiones del mundo y su participacion en el desarrollo de

patologias gastricas; ademas, de sus implicaciones prondsticas.
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13. CONCLUSIONES

La prevalencia de H. pylori en los pacientes con dispepsia en este estudio fue mayor a la

reportada en otros estudios similares de paises en vias de desarrollo.

La expresion de los factores de virulencia cagA y vacA en este grupo de pacientes
infectados por H. pylori atendidos en el Hospital General de Mexicali es menor en relacion

a pacientes estudiados en otros paises en vias de desarrollo.

En la totalidad de los pacientes con dispepsia organica se demostro H. pylori mediante RCP
(en comparacion con 85.7 % de dispepsia funcional).

La proporciéon de positividad para cagA ya sea aislado o en conjunto con vacA fue
discretamente superior en el grupo de dispepsia funcional. Caso contrario con vacA aislado

cuya proporcion fue mayor en pacientes con dispepsia organica.

Las diferencias en cuanto a la expresion de los factores de virulencia (cagA y vacA) entre
los grupos de dispepsia funcional y orgéanica no pudieron ser evaluadas mediante técnicas
estadisticas, muy probablemente, debido al tamafio de las muestras (prueba de bondad de

ajuste para comparacion de proporciones).
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15. ANEXOS

Anexol. Lista de abreviaturas

Abreviatura
ADN
ARNr 16S
cagA
CagA
EGD
glmM
HGM

H. pylori
kDa
MALT
NH4+

Pb

RCP

urea

vacA
VacA
VEGF

Significado

acido desoxirribonucleico

acido ribonucleico ribosomal 16S
gen A asociado a la citotoxina
Proteina asociada a la citotoxina
esofagogastroduodenoscopia

gen de la fosfoglucosa mutasa
Hospital General de Mexicali
Helicobacter pylori

Kilodaltons

tejido linfoide asociado a las mucosas
Amonio

pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa
gen ureasa A

gen de la citotoxina vacuolizante
Proteina citotoxina vacuolizante
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
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Anexo 2. Hoja informativa
Titulo del proyecto:

“Deteccion mediante RCP punto final de los factores de virulencia
cagA y vacA de Helicobacter pylori en pacientes con dispepsia
en una poblacion del Hospital General de Mexicali”

Los pacientes con dispepsia (malestar epigastrico), pueden estar infectados por una bacteria
llamada Helicobacter pylori y a su vez asociarse a otras enfermedades mas severas. Este
estudio utilizard una técnica de biologia molecular para identificar que pacientes con
dispepsia estan infectados por H. pylori. Para tal efecto, se realizara una endoscopia la cual
tiene una duracion de 15 a 20 minutos. Seran canalizados para sedacion, los riesgos y
molestias de la investigacion son la incomodidad del estudio endoscopico. El
procedimiento endoscdpico es el medio por el cual se obtendran la biopsia gastrica al que

usted es enviado por sus molestias. Los estudios para esta investigacion seran gratuitos.

La decision de aceptar es voluntaria y libre, y podra retirarse en cualquier momento, sin que

esto afecte la relacién con su médico.

La informacion de la investigacién sera guardada por el investigador y podra ser requerida
también por las autoridades de salud publica de nuestro pais. Los resultados podran ser
presentados en reuniones médicas y/o publicaciones, pero su identidad no sera revelada en
dichas presentaciones.

Les agradecemos el leer esta hoja informativa, cualquier otra duda estamos a sus drdenes.

Dra. Maria del Carmen Rosales Gutiérrez
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Anexo 3. Consentimiento informado
Titulo del proyecto:

“Deteccion mediante RCP punto final de los factores de virulencia
cagA y vacA de Helicobacter pylori en pacientes con dispepsia
en una poblacién del Hospital General de Mexicali”
He sido informado acerca de mi participacion en el proyecto aqui citado. Se me han
explicado todas las dudas acerca de la participacion en el estudio, los riesgos y los
beneficios. Se me ha asegurado que es libre de costo y que se me informaran de los

resultados derivados de los estudios realizados si asi lo deseo.

De manera voluntaria acepto participar, y se me garantiza la confidencialidad de la

investigacion.

Nombre y firma del paciente o representante legal:

Nombre y firma del investigador:

Nombre y firma, testigo I:

Nombre y firma, testigo I1:

Fecha:




