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cacion de Helicobacter pylori aislado de biopsias de
ninos y adultos. Deteccion molecular de la isla de pato-

genicidad cag de Helicobacter pylori
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RESUMEN. Hp se diagnostica por métodos invasivos con biopsia
gastrica de antro, se cultiva y se hace estudio histoldgico. No inva-
sivos, son serologia o prueba de aliento. 152 Hp de 19 nifios con
gastritis (46.1%) con dolor agudo; 9 de un adulto. Hubo resistencia
a ampicilina, 27.4%, claritromicina 21.8%, metronidazol 58.4% y
tetraciclina 31.5%. El 21% sensibles a los cuatro. RAPD-PCR con
cuatro iniciadores dio 44 perfiles, agrupé por cuadro clinico. En 7
nifios, hubo dos perfiles RAPD. Tres similares pero distintos entre
si. AFLP 151 Hp de 23 adultos; mas genotipos cagA y vacA, hubo
patrones Unicos para cada paciente. Los genes cagA, babA y oipA,
se secuenciaron y con Hp reportadas (Genbank); dieron polimor-
fismo elevado. Todo indica hay colonizacién con miltiples cepas
en los mexicanos. En 645 sueros de 352 nifios: 36.9% con Hp, el
46.9% dio anti-CagA y 16.2% anticuerpos a ureasa. Adultos 293
(89.1%) con Hp, 78.9% dio anti-CagA y 59% anticuerpos a ureasa.
La expresion de IL-8 fue mayor en nifios infectados que en no in-
fectados y significativa en ulcera péptica. La genoteca Cag-PAl re-
velo 90% Hp, tuvieron la isla completa, solo 2 incompleta y tres
negativos. Se propone PCR- LiPA (Line Probe Assay) para ensayos
de genotipificacion.
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La importancia de Helicobacter pylori en las enferme-
dades gastroduodenales no fue entendida sino hasta que
esta bacteria se descubri6 accidentalmente por la incuba-
cién prolongada de un cultivo puro de una biopsia de la
mucosa gastrica por Barry J. Marshall y J. Robin Warren,
en 1983.7 Debido a esta importante contribucién a las
ciencias bioldgicas, estos dos investigadores australianos
fueron galardonados con la distincién del Premio Nobel
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ABSTRACT. Hp diagnostic is made by invasive methods using
gastric biopsy of antrum, for culture and histological study. Non
invasive are serology and urea breath test. 152 Hp from 19 chil-
dren’s with acute gastritis (46. 1%); 9 Hp from an adult. There had
ampicillin resistance, 27. 4%, claritromicin 21. 8%, metronidazol
58. 4% and tetracycline 31. 5%, the 21 % susceptible to four anti-
microbial. RAPD-PCR with 4 primers gave 44 profiles, related with
clinical profile. In 7 children, there were two profiles RAPD.
Three were similar but different each other. AFLP 23 adults 151
Hp; cagA 'y vacA genotypes gave unique patterns for each patient.
The genes cagA, babA and oipA, secuencing and compared with
reported Hp (Genbank); gave high polymorfism. Everything indi-
cates that there are colonization with multiple Hp strains in Mexi-
cans. In 645 sera from 352 children: 36.9% with Hp, the 46. 9%
gave him/her anti-shits and 16. 2% antibodies to urease. Adults
293 (89. 1%) with Hp, 78. 9% gave anti-CagA and 59% antibodies
to urease. The expression of IL-8 was bigger in infected children
that in not infected and more significant in peptic ulcer. Genomic
library Cag-PAl revealed 90% (Hp) positive, they had the complete
PAI, 2 were incomplete and three negatives. PCR -LiPA LiPA
(LineProbe Assay) is suggestive for genotyping assays.

Key words: H. pylori, gastritis, PCR, genotyping.

de Medicina en diciembre de 2005. Este Simposium del 4
de abril 2006, se realizé como homenaje a ellos, durante el
desarrollo del 35 Congreso Nacional de Microbiologia en
Oaxtepec, Morelos, México. Tres de los cuatro participan-
tes ofrecemos ahora un resumen ampliado de nuestra pre-
sentacion.

H. pylori es una la bacteria patégena que infecta el es-
témago, por lo que es reconocida como el agente causal de
la gastritis crénica activa, es el principal factor de riesgo
para desarrollo de dlcera géstrica y duodenal y estd rela-
cionada con el desarrollo de cdncer gastrico. La prevalen-
cia de la infeccién por H. pylori presenta una distribucion
diferente en el &mbito mundial, llegando hasta 50% en los
paises desarrollados y mds de 80% en los paises en vias de
desarrollo En paises en desarrollo H. pylori se adquiere
principalmente en la infancia antes de los diez afios, por lo
que el 80% de la poblacién adulta se encuentra infectada
por esta bacteria. Asi, la mayoria de la poblacién mundial
se encuentra colonizada por H. pylori y permanecerd in-
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fectadas durante décadas o incluso por toda la vida, dado
que H. pylori es dificil de erradicar de forma natural, aun
con el uso de antibiéticos.! La infeccién por esta bacteria
no es invasiva, por lo que estd restringida a algunas sec-
ciones o “parches” en las zonas del estémago a nivel de
antro, fondo y cardias géstricos, reside en condiciones mi-
croaerofilicas entre el moco y el epitelio.” De esta forma,
los cambios inflamatorios asociados a la infeccién con H.
pylori progresan durante toda la vida del individuo.® Sin
embargo, la manifestacién de enfermedad casi siempre se
presenta en la edad adulta.’

La alta prevalencia de la infeccién a nivel mundial ha
estimulado el desarrollo de varios métodos para el diag-
nostico de la infeccién de Helicobacter pylori. Estos se
clasifican en invasivo y no invasivos; en el primero se ne-
cesita la biopsia géstrica, en el segundo se puede hacer se-
rologia o las pruebas de aliento. La biopsia es util para ha-
cer improntas tefiidas con el fin de buscar a la bacteria, los
cortes histolégicos apoyan al diagndstico anatomopatol6-
gico.>>7 La zona de eleccién sugerida para la toma de
biopsia gdstrica es la zona del antro tomada mediante pa-
nendoscopia. Su cultivo es dificil dadas las condiciones
nutricionales exigentes; sin embargo, es indispensable la
recuperacion de la bacteria porque confirma el diagndsti-
co y permite realizar las pruebas de identificacion, genoti-
pificacién, ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos,
determinar factores de virulencia y diversidad genética a
partir de las bacterias recuperadas de la muestra, esto per-
mite hacer estudios de reinfecciones y recurrencias de la
infeccién.?

El cultivo de aislamientos clinicos de H. pylori es un
procedimiento largo y costoso ya que, se requiere de biop-
sias frescas de mucosa géstrica. Esto ha motivado la bus-
queda de métodos alternativos que permitan la caracteri-
zacion de factores de virulencia con la posibilidad de
llevar a cabo, la tipificacién de un gran nimero de cepas
con fines epidemiolégicos.’

Respuesta inmune a la infeccion por H. pylori
en nifos y adultos

La infeccién por H. pylori en el huésped desarrolla una
respuesta inmune que es inefectiva para eliminar a la bac-
teria, pero juega un papel fundamental en la evolucién de
la infeccidn hacia las distintas formas clinicas que son tan
variadas como la gastritis superficial leve, dlcera duode-
nal o céncer géstrico.>>10

En la evolucion de la infeccion influyen factores de la
bacteria, del hospedero y ambientales; 60-80% de las ce-
pas de H. pylori tienen el gen cagA que se encuentra en
una isla de patogenicidad llamada cag PAI. La proteina
Cag A es considerada como un marcador de patogenici-

dad, ya que su presencia se relaciona con el desarrollo de
dlcera péptica y cancer géstrico.

Otro factor de virulencia bacteriano importante es la
ureasa, enzima producida por todas las cepas de H. pylori,
que participa en la colonizacién del bacilo en el epitelio
gdstrico. La ureasa constituye el 5-10% del contenido to-
tal de proteinas de la bacteria, esta enzima convierte la
urea gdstrica en amonio y CO,, lo que permite neutralizar
el pH dcido del estdmago. Las cepas de H. pylori ureasa
negativas no pueden colonizar cerdos gnotobidnticos, por
lo que la ureasa es un factor importante en la iniciacion de
la infeccidn o en favorecer la sobrevivencia del bacilo en
la mucosa géstrica. Esta enzima es un poderoso inmundge-
no, su papel en la colonizacién y su participacién en la pa-
togenicidad de la bacteria, la han convertido en un candi-
dato aceptable para una vacuna. La inmunizacién oral con
ureasa asociada con adyuvantes, se ha usado en experi-
mentos de vacunacion para prevenir la infeccién con H.
pylori o H. felis en ratones, y ha mostrado que hay una
proteccidn significativa.

A pesar de su importancia en la evolucién de la infec-
cién por H. pylori, muy pocos estudios han evaluado la
respuesta inmune a los factores de virulencia como CagA
y ureasa en nifios y adultos infectados con el bacilo.!?

En un estudio realizado en el laboratorio, se estudiaron
sueros de 645 pacientes, incluyendo 352 nifios y 293
adultos. La infeccion por H. pylori se detectd por serolo-
gia en 130 nifios (36.9%); entre los infectados, 61 (46.9%)
tenfan anticuerpos IgG contra CagA y 21 (16.2%) tenian
anticuerpos contra ureasa. Entre los adultos, 261 (89.1%)
de 293 estaban infectados con el bacilo: de éstos, 206
(78.9%) tenian anticuerpos contra CagA y 154 (59%) te-
nian anticuerpos contra ureasa. La magnitud de la res-
puesta de IgG a CagA y ureasa fue diferente en los nifios
que en los adultos estudiados. Los adultos mostraron una
respuesta anti-CagA significativamente mayor y hubo una
respuesta de IgG a ureasa significativamente menor que en
los adultos. La cinética de la respuesta seroldgica a CagA
y ureasa a través de la edad fue estadisticamente significa-
tiva entre ambos grupos.’

La respuesta inflamatoria que se observa en la mucosa
gdstrica por la infeccion con H. pylori es una gastritis activa
con infiltracién de leucocitos polimorfonucleares (PMN),
linfocitos, macréfagos y células plasmadticas. Ademads, esta
caracterizada por un incremento en la produccién de citoci-
nas inflamatorias tales como IL14, IL-8, IFNy.

De éstas, la interleucina (IL)-8, es una quimiocina perte-
neciente a la familia C-X-C, que actda como un quimioa-
trayente en la inmunopatogénesis de la gastritis, inducien-
do la migracién de PMN frente a una infeccién por H.
pylori. La IL-8 es producida por las células epiteliales gas-
tricas en respuesta a la infeccidn y su expresion es induci-
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da por la adhesion de la bacteria a la superficie celular.
Muiltiples genes que estdn contenidos en la isla cag PAI,
parecen estar involucrados en estimular la respuesta epite-
lial de IL-8 después de la adhesién de H. pylori.°

En un estudio realizado en nifios infectados y no infec-
tados con H. pylori y en adultos con tulcera péptica y dis-
pepsia no ulcerosa, determinamos: la intensidad de infla-
macioén, intensidad de colonizacion y la magnitud de la
respuesta de IL-8.%

Observamos que la intensidad de la expresion de IL-8
fue significativamente mayor en los nifios infectados con
H. pylori que en los no infectados (5.1 = 3.8 vs 2.08 =
2.2% de area tefida, p < 0.05). En los adultos la produc-
cién de IL-8 en el antro fue mayor en los grupos con udlcera
en comparacion con los que presentaban gastritis crénica,
diferencias que fueron estadisticamente significativas
(gastritis 2.3 = 2.1, dlcera duodenal 10.1 £ 6.3, dlcera gds-
trica 9.8 £ 6.4, p < 0.05).

Los grupos con dlcera tuvieron niveles de IL-8 mayores
en la region del cuerpo, en comparacién del grupo con gas-
tritis cronica (GC) esta diferencia también resulté significa-
tiva (p < 0.001). La expresion de IL-8 se observé aumenta-
da en la superficie de células epiteliales y en algunas
células mononucleares que estaban infiltrando 1dmina pro-
pia. Los nifios no infectados mostraron la presencia débil de
la sefial IL-8 en el epitelio. Tanto en nifios como en adul-
tos, el marcaje de IL-8 no siempre co-localizé con H. pylori,
hubo tejidos epiteliales en donde se observo que habia una
colonizacién por H. pylori en regiones distintas a las que se
observaba la expresion de la interleucina.

DIVERSIDAD GENETICA

H. pylori muestra diversidad genética, atribuida a la deri-
va génica y a la transferencia horizontal de genes. Durante
el largo tiempo de colonizacidon puede haber infeccién por
poblaciones bacterianas genética y fenotipicamente hetero-
géneas. Hay secuencias dnicas que son producto de fre-
cuencias de recombinacidn elevadas, en ausencia de meca-
nismos efectivos para seleccionar a la poblacién de cepas
recombinantes. H. pylori presenta poblacién panmitica en
equilibrio que se selecciona y exhibe cambios entre aisla-
dos clinicos, que se producen por la recombinacién e inter-
cambio horizontal de genes. Las infecciones mixtas pueden
ser sélo transitorias, con multiples cepas de H. pylori, con
intercambios genéticos frecuentes.

La diversidad de secuencias en H. pylori puede reflejar
una alta tasa de mutaciones debido posiblemente a “feno-
tipos mutadores” causados por baja actividad o falta de
genes involucrados en la reparacién de DNA, como se ha
observado en otras especies. La naturaleza no clonal de H.
pylori favorece que los distintos aislados puedan ser iden-
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tificados usando técnicas de “huella genética” de
DNA. 1314 En infeccién crénica hay transferencia hori-
zontal de genes; estos eventos en H. pylori revelan que
aunque su huella genética puede ser semejante a la cepa
que se adquirié en la infancia, tienen acumulada mucha
variabilidad genética que puede ser detectada empleando
técnicas de diversidad.!> La técnica de RAPD-PCR puede
distinguir entre cepas de diferentes individuos, asi como
entre cepas del mismo paciente.!

La técnica de AFLP también es un método de amplifi-
cacion que, en contraste con otras técnicas basadas en el
azar, utiliza condiciones de PCR astringentes.!? Los ini-
ciadores para AFLP son de 17 a 21 nucleétidos y se ali-
nean con sus secuencias blanco (el adaptador y los sitios
de restriccion); el nimero de bandas es reproducible y
aceptable, ya que contiene un nimero de nucledtidos pe-
queilo, que quedan adyacentes a los sitios de restriccion.
AFLP es por lo tanto, una técnica confiable que no es afec-
tada por variaciones pequefias como son las mutaciones Si-
lenciosas presentes a lo largo del genoma.®

Las cepas con genes vacA cagA 'y babA se usan para
definir los polimorfismos, tienen una distribucién geogra-
fica particular y presentan huellas genéticas que distin-
guen a las cepas de H. pylori en “Asidticas” y “No asiati-
cas”.!! La separacién geogréfica puede ser el resultado de
polimorfismos de genes asociados a virulencia y la fija-
cién de mutaciones en distintas dreas.'*!3

El tratamiento incluye un inhibidor de la bomba de pro-
tones mds dos agentes antimicrobianos que pueden ser:
amoxicilina (Am), claritromicina (CH), metronidazol (Mtz)
y tetraciclina (Tt). Sin embargo, la resistencia a antibioti-
cos esta alterando la eficacia del tratamiento de erradica-
cién y el tratamiento en individuos asintomdticos sigue
siendo discutible.®

La diversidad genética de cepas de H. pylori aisladas
de nifios con alteraciones gastroduodenales se estudié em-
pleando la técnica de RAPD-PCR. Se utiliz6 la técnica de
RAPD-PCR con cuatro iniciadores con secuencias selec-
cionadas al azar.

Se estudiaron 152 cepas de H. pylori aisladas de biop-
sia gastrica: 142 cepas aisladas de 19 nifos y 9 cepas aisla-
das de un paciente adulto. Se usaron H. pylori ATCC
43504 y S. aureus ATCC 29213 de referencia para vali-
dar. La susceptibilidad a CH se hizo por tira E, para los an-
tibidticos Am, Tt y Mtz se empled el replicador de “Steers”
para determinar la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI). Los valores para definir resistencia a Am, CH, Mtz
y Tt fueron = 4, 1, 8 y 2 ug/mL respectivamente.

La prevalencia de la infeccién en nifios mexicanos es-
tudiados, fue de 13.3%. La edad de inicio de la coloniza-
cién en nifios fue cercana a 2 afios. El dolor abdominal se-
vero o recurrente (DAR) fue la historia prediagndstica mas
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frecuente, que hizo que se enviaran por el gastroenterdlo-
go a la Unidad de Endoscopia, para la toma de la biopsia,
con objeto de poder descartar la presencia de infeccion
por Helicobacter pylori. La gastritis nodular crénica se ob-
servo por endoscopia en 46.1%.

En este estudio, hubo resistencia amoxicilina en
27.4%; claritromicina 21.8%; metronidazol, 58.4% y a te-
traciclina, 31.5%. El 44.3% fue resistente a dos antimicro-
bianos, la combinacién amoxicilina-metronidazol 16.9%.
El 21% fueron sensibles a los cuatro antimicrobianos. No
hubo cepas de H. pylori multirresistentes a los cuatro anti-
microbianos.

La técnica RAPD-PCR con 4 iniciadores produjo 134
marcadores y 44 perfiles RAPD reproducibles entre las
153 cepas de H. pylori." El andlisis RAPD se agrup6 por
cuadro clinico. La mayoria de los nifios fue colonizada por
un solo tipo homogéneo de patrén en cada uno; pero con
RAPD diferentes entre ellos, o con diferencias muy sutiles.
En siete nifios hubo dos poblaciones con diferentes perfi-
les RAPD. Tres nifos tuvieron cepas similares a otros, pero
independientes entre si. El estudio indica que existe colo-
nizaciéon con multiples cepas en niflos mexicanos.

En pacientes adultos con enfermedad acido péptica,
que acudian al servicio de gastroenterologia, se determiné
por AFLP a las cepas clinicas de H. pylori obtenidas. La
técnica de AFLP estandarizada se utiliz6 para obtener los
perfiles AFLP de 151 cepas aisladas de 23 pacientes con
H. pylori; ademads se hicieron genotipos para dos factores
de virulencia cagA y vacA. Por AFLP de 23 biopsias de
adultos, se obtuvieron varias colonias individuales de
cada cultivo; con estas clonas, se hizo el andlisis de los pa-
trones; que fueron muy semejantes entre si, cuando se
agrupaban por paciente; pero mostraban bandas muy di-
versas si se comparaban los AFLP de un paciente con el
otro. Por lo tanto, se concluyé que hubo diversidad gené-
tica, entre las cepas de uno y de otro paciente, aun cuando
compartian algunas bandas.

Para estudiar el polimorfismo y filogenia de genes aso-
ciados a virulencia; ademds del AFLP, se buscé por se-
cuenciacion diferencias, cagA, babA y oipA de cepas de H.
pylori, aisladas de pacientes con enfermedad gastroduode-
nal procedentes de México y de otras zonas geograficas,
incluyendo algunas de origen asidtico y otras que se obtu-
vieron del banco de genes, con ellas se formé un tercer
grupo de estudio. Se seleccionaron 13 cepas mexicanas
para el gen cagA, 10 cepas para babA y 11 para el gen
oipA, se obtuvo el DNA, se amplificaron los genes por
PCR. Los genes cagA, babA y oipA se secuenciaron de
manera automatizada (ABI PRIMS 100, modelo 377). Las
secuencias fueron comparadas con H. pylori de otras zonas
geogréficas, reportadas en el Genbank. El polimorfismo de
las secuencias fue analizado con el programa DNASP 3.5 y

los arboles filogenéticos fueron construidos por el método
de Neighborn-Joining con el programa MEGA 2.1.

Brevemente, el resultado indicé que las cepas de H.
pylori aisladas de pacientes de México, dieron un mayor
porcentaje de polimorfismo en los tres genes asociados a
virulencia, cagA, babA 'y oipA que el observado en otras
cepas de origen occidental. En estos trabajos concordamos
con otros autores, en el sentido de que los estudios de ge-
notipificacién son importantes.!!-1415

La caracterizacién molecular de Helicobacter pylori
como una medida preventiva para el desarrollo de cancer
gdstrico.

Dado que H. pylori constituye un importante problema
de salud publica, en la ultima década, se han desarrollado
técnicas moleculares de valor diagndstico y epidemioldgi-
co, que han permitido implementar mejores terapias de
erradicacion, asi como conocer mejor a la bacteria.

El principal objetivo del grupo del Instituto Nacional
de Salud Publica consiste en identificar a los elementos
genéticos que convierten a H. pylori en un agente carcino-
génico mediante la tipificacion de cepas de H. pylori ais-
ladas de pacientes que han desarrollado, o no, cadncer gas-
trico; esto con la finalidad de identificar un marcador
temprano de dicha enfermedad que pueda ser utilizado
como método de diagndstico preventivo.

De este modo se han estudiado algunos aspectos ge-
néticos que se han enfocado al estudio de la isla de pato-
genicidad cagA+ (cag PAI) de H. pylori que es uno de
los factores de virulencia mds importantes de este micro-
organismo.

cag PAI contribuye a producir inflamacién y dafio de la
mucosa géstrica, al inducir la secrecién de IL-8, ademas tie-
ne la caracteristica de experimentar inserciones, eliminacio-
nes y rearreglos genéticos que han llevado a la generacion
de cepas de H. pylori con diferentes grados de virulencia,
que determinan el grado de deterioro del epitelio gastrico y
como consecuencia, la evolucion de la infeccion.

Por lo anterior, analizamos la asociacion entre el grado
de virulencia con base en la estructura genética de la isla
cag PAl y lo comparamos con las manifestaciones clinicas
de la enfermedad. La manera como abordamos este objeti-
vo, fue mediante la determinacién de la heterogeneidad
genética de cag PAI, a través de la deteccion de genes con
marcadores especificos de la cag PAI de cepas obtenidas
de aislamientos clinicos de H. pylori de biopsias de pa-
cientes mexicanos con distintos padecimientos gastroduo-
denales.

Para ello, se realizé la construccion de una biblioteca
genética de la isla cag PAI a partir de la cepa de referencia
de H. pylori 26695. Se obtuvieron un total de 13 plasmi-
dos recombinantes que contenian clonados fragmentos
DNA-intragénicos, de cada uno de los genes marcadores,
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los cuales se utilizaron como detectores en experimentos
de hibridacidn tipo “Southern Blot” (dot blot). El 90% de
los aislamientos tuvieron la cag PAI completa. Dos aisla-
mientos presentaron una isla incompleta; uno de ellos fue
negativo para tres genes, en tanto que un aislamiento care-
ci6 de uno de los genes marcadores. En tres aislamientos
no se detectd la presencia de la isla de patogenicidad.

Los resultados obtenidos de este trabajo indican que la
cag PAI se encuentra ampliamente distribuida en los aisla-
mientos clinicos mexicanos, por lo que la infeccién con
cepas cag PAI positivas puede ser un factor de riesgo para
el desarrollo de las enfermedades ulcero-pépticas que
eventualmente pueden dar origen a enfermedades graves
como el cancer géstrico.

El método de tipificacion de cag PAI permite determi-
nar la integridad de la isla de patogenicidad; sin embargo,
no podemos hacer una afirmacién categérica a este res-
pecto debido al tamafio pequefio de la muestra de estudio.
Se hace necesario entonces, el hacer un analisis de la hete-
rogeneidad genética de la cag PAI en una coleccién mds
grande de aislamientos clinicos de H. pylori de pacientes
con diversas patologias gastroduodenales, ya que de esta
forma podriamos tener un mayor apoyo a nuestra hipdte-
sis. Asimismo, seria necesario plantear estudios de segui-
miento.

Una técnica que posee la ventaja de abordar la tipifica-
cién de un gran nimero de cepas con fines epidemioldgi-
cos, es realizada mediante amplificacién gendémica por
PCR seguida de hibridacion reversa en tira (PCR-Line Pro-
be Assay, o LiPA). El soporte de la hibridacién consiste en
tener una tira diagndstica de nitrocelulosa marcada con
sondas de oligonucledtidos especificos que quedan inmo-
vilizadas en lineas paralelas. Estas sondas son comple-
mentarias a una secuencia del DNA, que corresponde al
gene que se quiere estudiar. Posteriormente, se genera un
fragmento de PCR de la regién de interés, utilizando oli-
gonucledtidos con cebadores biotinilados que permiten el
revelado de la reaccion. El producto biotinilado de la PCR
en condiciones alcalinas, se afiade a la tira diagndstica
para permitir la hibridizacién con los oligonucledtidos
presentes en la sonda. Después de la hibridizacién y de ha-
cer un lavado astringente se afiade un conjugado com-
puesto por estreptavidina-fosfatasa alcalina, que se une al
hibrido formado, sobre la tira diagndstica. Se agrega el
sustrato de la fosfatasa alcalina, que asi produce un preci-
pitado marrén-purpura en las lineas de la posicién corres-
pondiente en la tira, el cual puede ser interpretado visual-
mente. Se recomienda poner un testigo negativo y un
control negativo para interpretar mejor el resultado.

La técnica molecular de PCR-LiPA en H. pylori esta
siendo utilizada para la identificacién de mutaciones que
confieren resistencia a macrélidos.'® Esta surgié como
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consecuencia de la necesidad de una técnica rdpida y con-
fiable para la deteccion de resistencia a los antibiéticos,
que permitiera un adecuado tratamiento de erradicacion en
pacientes infectados por esta bacteria. Las pruebas de sus-
ceptibilidad a antibidticos convencionales como la dilu-
cién de agar y E-test, requieren prolongados periodos de
cultivo de la bacteria. En contraste, la herramienta mole-
cular PCR-LiPA puede aplicarse directamente a los espe-
cimenes de las biopsias gastricas, dado que este método
molecular no depende de la densidad bacteriana, ni de la
viabilidad y/o la velocidad de crecimiento.!'> Las ventajas
de dicha técnica han sido confirmadas comparando los re-
sultados de la susceptibilidad de los aislamientos clinicos
de H. pylori a macrélidos por procedimientos convencio-
nales (dilucion de agar o E-test), con los resultados obteni-
dos del andlisis molecular por PCR-LiPA en seis laborato-
rios alrededor del mundo. Por lo tanto, este método
demostrd ser mas confiable y reproducible que los resulta-
dos del ensayo de susceptibilidad con base en el creci-
miento celular.®

Esta técnica molecular también estd siendo utilizada
como un método de diagndstico para la tipificacion del
gen vacA y para determinar la presencia del gen cagA de
cepas de H. pylori a partir de biopsias gdstricas.>'*!5 Sin
embargo, aunque el gen cagA es un marcador de la isla
cag PAI no es un buen marcador diagndstico del desarro-
llo de enfermedades graves, como el cdncer géstrico.

De acuerdo con lo anterior, la propuesta de este proyecto
de investigacion es desarrollar una tira de diagndstico pre-
ventivo basado en la técnica PCR-LiPA, como una herra-
mienta molecular para llevar a cabo la caracterizacion ge-
notipica de la isla de patogenicidad cag de cepas
infectantes de H. pylori de 637 pacientes mexicanos, a par-
tir de muestras de mucosa gastrica. La eficiencia de este mé-
todo serd evaluada comparando los resultados obtenidos de
cultivos celulares de los aislamientos clinicos de H. pylori,
con los de las biopsias géstricas de los pacientes estudiados.

Este trabajo presenta un resumen con parte de los resul-
tados de tres tesis, una de maestria y dos de doctorado, asi-
mismo representa el avance obtenido en cada uno de ellos.
Cabe mencionar que serd publicado en forma independien-
te por cada uno de los autores. Esto es un resumen con parte
de esos resultados. Comunicacién personal Silvia Giono
C,* Sara Ochoa Pérez,* Cristina Majalca Martinez,* Araceli
Torres Morquecho* y Javier Torres Lopez.**
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