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RESUMEN

El proposito de este estudio fue determinar los niveles séricos de IgG anti-Helicobacter pyloriy la presencia de la
bacteria y de sus genotipos citotoxicos en biopsias gastricas de pacientes con gastritis crénica. Se cuantificaron
los niveles séricos de 1gG contra H. pylori en 138 pacientes adultos con gastritis crénica por el método de ELISA.
Las biopsias gastricas fueron cultivadas en microaerofilia. La identificacion de H. pylori se realiz6 mediante PCR
convencional y la de los genotipos citotéxicos con PCR multiplex. El 94.9% de los pacientes presenté anticuer-
pos contra H. pylori, dentro de los cuales 32.8% tuvo niveles séricos de 20-60AU/mL, 9.5% niveles de 61-99 AU/
mL y 52.6% niveles por arriba de 100 AU/mL. Las biopsias positivas para H. pylori fueron 62 (45%). Todas las
cepas de H. pylori fueron vacA*, pero sélo 28 (45.2%) fueron cagA* Los genotipos de las cepas analizadas fue-
ron vacAsl/vacAml (46.8%) vacAsl/vacAm2 (19.3%), vacAs2/vacAm1 (25.8%) y vacAs2/vacAm?2 (8%). El 29%
de las cepas mostraron el genotipo virulento vacAsl/cagA Estos resultados muestran que los pacientes con gas-
tritis cronica que estudiamos tienen una alta frecuencia de infeccién por cepas virulentas de H. pylori, ya que dos
tercios de ellas (66%) tienen el alelo vacAs1 y aproximadamente un tercio (29%) posee ambos marcadores de
virulencia vacAs1 cagA.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determine the IgG-anti H. pylori-serum levels and the presence of the bacterium and
its cytotoxic genotypes in gastric biopsies of 138 patients with chronic gastritis. Antibodies against H. pylori were
quantified by ELISA. Gastric biopsies were inoculated in rich media and the plates were incubated in 6% CO,. H.
pylori was identified by conventional PCR and the cytotoxic genotypes vacA and cagA by multiplex PCR. Most
patients (94.9%) have had antibodies against H. pylori; among them 32.8% showed 20-60 AU/mL, 9.5% 61-99 AU/
mL and 52.6% >100 AU/mL. Sixty-two biopsies (45%) gave positive culture for H. pylori. All H. pylori strains were
vacA* but only 28 (45.2%) were cagA*. Genotypes of the analyzed strains were: vacAsl/vacAml (46.8%), va-
cAsl/vacAm2 (19.3%), vacs2/vacAml (25.8%), and vacAs2/vacAm2 (8%). Twenty nine percent of the strains
showed the virulent genotype vacAsl/cagA. These results show that the patients suffering chronic gastritis we
have studied had a high frequency of infection by H. pylori virulent strains, since two thirds of them (66%) had the
vacAsl allele, and approximately one third (29%) had both vacAsl and cagA virulence markers.

Key words: Helicobacter pylori, multiplex PCR, Antibodies.

Se estima que la mitad de la poblacion mundial se
encuentra infectada por H. pylori.? La prevalencia de

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un microorganismo capaz de
ocasionar gastritis crénica, Ulcera duodenal y ha sido
considerado como un patégeno carcinogénico tipo 1.1
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infeccion por H. pylorivaria de una poblacion a otra;
en los paises desarrollados el porcentaje se encuen-
tra entre 19 y 57%, mientras que en los paises en
vias de desarrollo este porcentaje se incrementa has-
ta 80%.34 Las variaciones de prevalencia entre es-
tas poblaciones pueden deberse a la frecuencia de
adquisicion de la infeccion durante la infancia.® La in-
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feccion por H. pylori entre nifios de paises desarrolla-
dos es aproximadamente de 10% y se incrementa
hasta 30-40% en los infantes de bajos recursos eco-
nomicos;® mientras que en paises subdesarrollados
la prevalencia de infeccion en nifios es de 80-100%.
Existen varios factores de riesgo para contraer la in-
feccion por H. pylori, entre ellos: edad®, bajo nivel so-
cioecondmico, deficiencias nutricionales y malos héa-
bitos higiénicos.® Actualmente se ha aceptado que la
transmisién de H. pylori ocurre de persona a persona,
aunque los mecanismos de transmision todavia no
son claros.10:11

En la patogenia por H. pylori se han descrito diferen-
tes factores de virulencia'?, entre los cuales se en-
cuentra el gen vacA (vacuolization associated gene) y
el gen cagA (cytotoxin associated gene).131415 E| gen
vacA codifica una citotoxina que tiene la capacidad de
formar vacuolas en las células epiteliales.1® vacA va-
ria en dos regiones;!? la region s (la secuencia de la
sefial) que existe como los tipos alélicos s1 0s2 vy la
regiéon m (regién media) presente como los tipos aléli-
cos m1 o m2.Y7 El gen cagA es un marcador genético
para una isla de patogenicidad (cag PAI) constituida
por 31 genes.!® Las cepas de H. pylori que presentan
el gen cagA han sido asociadas con ulceraciéon pép-
tica y con cancer gastrico.1®20 Las cepas de H.
pylorihan sido divididas de acuerdo a su virulencia,
en tipo 1 (vacA, cagA positivo) y tipo 2 (vacA, cagA
negativo).2!

Debido a que en nuestro pais la prevalencia de in-
feccion por H. pylori es muy elevada, el propdsito de
este estudio fue determinar los niveles séricos de
IgG-Anti H. pylori, asi como detectar la bacteria y
sus genotipos citotdxicos en biopsias gastricas de
pacientes con gastritis crénica.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de los pacientes y toma de los produc-
tos. Para el desarrollo de este estudio, en un hospital
de segundo nivel ubicado en el Municipio de Tlalne-
pantla, Estado de México, fueron seleccionados 138
pacientes que habian sido canalizados al Departamen-
to de Gastroenterologia para estudios endoscopicos
por presentar signos y sintomas de gastritis cronica.
Todos los pacientes firmaron carta de consentimiento
informado institucional para utilizar parte de la biopsia
obtenida de la zona antral para cultivo y genotipifica-
cion. Los pacientes incluidos en este estudio declara-
ron haber padecido varios o muchos afios de sintoma-
tologia de gastritis, pero sin gravedad del padecimien-
to. Ninguno de ellos declard haber recibido tratamiento

con antibiéticos o algun otro tipo de medicamento que
pudiera interferir con los métodos de deteccién de H.
pylori en un tiempo minimo de tres meses. Antes de
los estudios endoscopicos, y en estado de ayuno, a
cada paciente se le extrajo una muestra de sangre de
3 mL por el método de puncién sanguinea. Una parte
de la biopsia de cada paciente fue procesada en el
Servicio de Patologia del hospital y la otra, junto con
las muestras de suero, fueron transportadas al Labo-
ratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala de la Universidad Nacional Aut6-
noma de México (UNAM).

Deteccién de IgG contra Helicobacter pylori. La
deteccion sérica de IgG contra H. pylorifue realizada
por el método de ELISA, utilizando el Kit E/IAgen No.
REF 081022, Marca Adaltis.

Cultivo de H. pylori. Las biopsias gastricas fue-
ron maceradas y homogeneizadas en caldo de Bru-
cella. Una alicuota (100 uL) fue cultivada en agar
Casman suplementado con 5% de sangre de caballo
e inhibidor de la microbiota acompafiante (DENT), a
37 °C, en una incubadora de CO, (6%) por cuatro
dias. Las colonias de H. pylori se identificaron me-
diante test de ureasa, catalasa y tincién de Gram.

Extraccion de ADN. Las colonias de H. pylori fue-
ron colectadas y suspendidas en tubos para centrifu-
ga con 125 ulL de PBS estéril y agitadas vigorosa-
mente en un vortex por dos minutos. Posteriormente,
los tubos fueron inmersos en agua hirviendo por 15
minutos e inmediatamente transferidos a hielo. Los tu-
bos se centrifugaron a 13,000 revoluciones por minuto
(rpm) durante un minuto. El sobrenadante fue transferi-
do a otro tubo y guardado a -20 °C hasta su utilizacién
para reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Deteccién de H. pyloriy de los genes de viru-
lencia vacA 'y cagA por PCR multiplex. La detec-
cion de H. pylori se realizé mediante PCR conforme a
lo descrito por Li y colaboradores. 22 Para la detec-
cion de vacAy cagA se utilizaron los primers VAl1-F
y VA1-R (25 pmol) VAG-F y VAG-R (25 pmol) y
cag5c-F y cag3c-R (10 pmol) (Cuadro 1), respectiva-
mente. 23 El volumen final para la mezcla de reaccion
fue de 25 ulL; 1 pL de cada primer, 16 uL de H,O libre
de nucleasa, 3 uL de ADN 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 ADN fue realizada bajo las siguien-
tes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C por
tres minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C durante un
minuto, 55 °C durante un minuto, 72 °C durante un
minuto. Finalmente, una extension de 72 °C durante
10 minutos.
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Cuadro . Primers utilizados parala amplificacion de los alelos de vacA 'y del gen cagA.

Regionesdel ADN Nombre del Tamarios de los
amplificadas primer Secuencia del primer (5'a3") amplicones (pb)
vacA sl/vacA s2 VAI-F ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286
VAI-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
vacA ml/vacA m2 VAG-F CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 567/642
VAG-R GCGTCAAAATAATTCCAAGG
cagA cag5c-F GTTGATAACGCTGTCGCTTC 350
cag3c-R GGGTTGTATGATATTTTCCATAA

Andlisis de las muestras amplificadas por elec-
troforesis en geles de agarosa. Después de la am-
plificacién del ADN, 10 uL de cada muestra fueron
analizados mediante electroforesis en geles de aga-
rosa al 2% bajo las siguientes condiciones: 120 vol-
ts, 94 miliampers por 120 minutos. Los geles fueron
tefiidos con BrEt y fotografiados bajo luz ultravioleta
(UV) utilizando el sistema de fotodocumentacion
GEL LOGIC 100 (KODAK).

Anédlisis de los datos. Para estimar las diferen-
cias estadisticas de los genotipos citotoxicos identifi-
cados en las cepas de H. pylori aisladas de los pa-
cientes con los distintos niveles séricos de IgG se
utilizé la prueba de 2.

RESULTADOS

El 66.7% (n = 92) de los pacientes estudiados co-
rrespondio al sexo femenino. La edad de los sujetos
se encontré comprendida entre 16 y 83 afios de edad.

Deteccién de IgG contra H. pylori en los adul-
tos con enfermedad acido-péptica. En este estudio,
decidimos agrupar a los pacientes con los distintos
niveles séricos de IgG anti-Helicobacter pylori (20-60
AU/mL, 61-99 AU/mL y > 100 AU/mL), con el propo-
sito de establecer el posible tiempo de infeccion y de
evolucion de la gastritis cronica en el grupo de indivi-
duos analizados. Ademas, esto nos permitié analizar
estadisticamente las probables diferencias existen-
tes entre los tres niveles.

El 94.2% (n = 130) de los pacientes presento anti-
cuerpos contra H. pylori, dentro de los cuales el 34.6%
(n =45, X =50.3 afios) presentd niveles séricos entre
20-60AU/mL, 9.5% (n = 13, X = 56.9 afios) niveles
entre 61-99 AU/mL y 52.6% (n =72, X =52.0 afios)
niveles por arriba de 100 AU/mL.

Deteccion mediante PCR multiplex de los ge-
notipos vacA cagA en las cepas de H. pylori obte-
nidas de los cultivos de las biopsias gastricas de
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567 bp vacA m2 ——

350 bp cagd —

259 bp vac4s1 —

Figura 1. Amplificacion mediante PCR multiplex delos alelos de
vacA y del gen cagA en las cepas obtenidas de los cultivos de
las biopsias gastricas de los pacientes. Linea 1 H. pylori ATCC
43629 (control positivo). Lineas 2 y 3, vacA sl, cagA y vacA
m2 (cultivo de biopsias). Linea 4, MWM 50-bp ladder. Linea 5,
vacA sl (cultivo de biopsia). Linea 6, control negativo (sin ADN
templado).

los pacientes. En el 45% (n = 62) de los cultivos ob-
tenidos de las biopsias géastricas del total de pacien-
tes (n = 138) se detectd a H. pylori. El gen vacA se
detecto en el 100% (n = 62) y cagA en el 45.2% (n =
28) (Figura 1, Cuadro Il). El 45.2% (n = 28) de las ce-
pas de H. pyloriidentificadas en los cultivos pertene-
cieron al tipo 1 (vacAlcagA positivo) y 54.8% (n =
34) al tipo 2 (vacA/cagA negativo) (Cuadro 11).
Genotipos de las cepas de H. pylori detecta-
das en los cultivos gastricos de los pacientes
con enfermedad acido-péptica. El cuadro Il mues-
tra que la mayoria de las cepas aisladas posee el
marcador de virulencia vacAsl y que 29% de ellas
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tienen los dos marcadores de virulencia analizados
vacAsl/cagA.

En el cuadro Il se aprecia que la frecuencia mas
alta de los genotipos de H. pyloriidentificados en los
cultivos gastricos de los pacientes con niveles séri-
cos de IgG entre 20-60 AU/mL fue para la asociacion
vacA sl1/ vacA ml/cagAy vacA sl/ vacA m2/cagA
con el 6.5% (n = 4); en cada caso, para los pacien-
tes con niveles séricos entre 61-99 AU/mL la asocia-
cion predominante fue vacA sl/vacA ml con el 9.7%
(n = 6) y para los pacientes con los niveles de IgG
por arriba de 100 AU/mL; la mayor frecuencia fue
para vacA sl/vacA ml/cagA y vacA sllvacA ml
con el 11.3% (n = 7), en cada caso. En este estudio,
detectamos que la presencia de aparicion de los ge-

Cuadro Il. Frecuencia de los genes vacAy cagA
en lascepasdeH. pylori.

Genotipo

vacA cagA n %
slml + 11 17.7
- 18 29.0
sim2 + 7 11.3
- 5 8.1
s2ml + 6 9.7
- 10 16.1
s2m?2 + 4 6.4
1 1.6
62 100.0

nes citotoxicos vacAy cagA de H. pylori en los pa-
cientes agrupados en los tres niveles séricos de IgG
fue estadisticamente diferente (p < 0.05).

DISCUSION

Anticuerpos contra H. pylorien los pacientes con
enfermedad &cido-péptica. En este estudio, el
94.9% (n = 130) de los pacientes que habian sido ca-
nalizados al Departamento de Endoscopias por pre-
sentar signos y sintomas de gastritis cronica tuvie-
ron anticuerpos contra H. pylori. Se ha descrito que la
mayoria de los individuos infectados por H. pylori de-
sarrollan inflamacién crénica local y respuesta sisté-
mica de anticuerpos, por lo que la deteccion de IgG
con el método de ELISA es confiable para estimar la
prevalencia de infeccion por H. pylori en la mayoria
de los estudios epidemiologicos. 24 La seroprevalen-
cia de H. pylori detectada en este estudio se en-
cuentra por arriba de la reportada en trabajos realiza-
dos en poblacion abierta de otros paises en vias de
desarrollo?5-28 y también de la descrita en nuestro
pais en un amplio estudio seroepidemioldgico de in-
feccion por H. pylorirealizado en el periodo de 1987 a
1988. En ese estudio se encontré que de las 11,605
muestras de suero obtenidas de pacientes (1-90 afios
de edad) pertenecientes a distintas zonas geografi-
cas y de diferente nivel socioeconémico de 32 esta-
dos de México, la seroprevalencia de anticuerpos
contra H. pylori fue del 66.5% (n = 7,720).% El por-
centaje de seroprevalencia que reportamos en este
trabajo también es elevado con respecto al descrito

Cuadro I 1. Frecuenciade |los genotipos de Helicobacter pylori identificados en
las cepas aisladas de | os pacientes con | os distintos nivel es de anticuerpos anti-Helicobacter pylori.

NuUmero de cepas

Genotipo 1gG anti-Helicobacter pylori

vacA cagA 20-60 (AU/mL)* 61-99 (AU/mL)* > 100 (AU/mL)*

siml + 4 0 7
- 5 6 7

slm2 + 4 1 2
- 3 0 2

s2ml + 3 0 3
- 3 1 6

s2m2 + 3 0 1
- 1 0 0
26 8 28

* La presencia de aparicion de los genes citotoxicos de H. pylori

aisladas de los pacientes con los distintos niveles séricos de 1gG fue estadisticamente diferente (p < 0.05).
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en paises industrializados.?%-3! En nuestro trabajo, la
edad promedio de los pacientes fue de 53 afios. En
poblaciones de adultos, la seroprevalencia de H.
pylori varia del 47 al 76%,3233 y en los paises sub-
desarrollados el porcentaje de infeccion por H. pylori
a la edad de 20 afos alcanza hasta el 80%.34:35

Nosotros describimos que la edad promedio del
32.8% de los pacientes que mostraron niveles séri-
cos de IgG de 20-60 AU/mL fue de 50.3 afios (n =
45), la edad del 9.5% con niveles entre 61-99 AU/mL
fue de 56.9 afos (n = 13) y la edad promedio del
52.6% con niveles por arriba de 100 AU/mL fue de 52
afios (n = 72). Se ha descrito que los titulos de IgG
contra H. pylori en pacientes infectados se incremen-
tan significativamente con la edad.? En nuestro pais
se han detectado titulos importantes de 1gG contra
H. pylori en nifios menores a cinco afos de edad, los
cuales contindan en aumento hasta estabilizarse a la
edad de 20 afios.® Estos datos sugieren que en Méxi-
co las infecciones por H. pylori ocurren durante los
primeros afios de vida y que las infecciones nuevas
en adultos son poco frecuentes.

Frecuencia de H. pyloriy de los genotipos cito-
toxicos detectados en las cepas obtenidas de los
cultivos de las biopsias gastricas. Nosotros identifi-
camos H. pylorien el 45% (n = 62) del total de cultivos
de las biopsias gastricas de los pacientes con enfer-
medad gastrica (n = 138). Este porcentaje es semejan-
te al encontrado en un estudio realizado en Lagos, Ni-
geria, en 189 biopsias gastricas obtenidas de 63 pa-
cientes (tres de cada paciente) con sintomas gastri-
cos, en donde el 35% de los cultivos fue positivo para
H. pylori.38 En otro estudio de 164 biopsias gastricas
de pacientes brasilefios con sintomas gastricos (9 a
83 afios de edad), se encontrd que el porcentaje de in-
feccion por H. pylorifue del 67.7% (n = 111).37

En este estudio describimos que los genotipos
vacAy cagA fueron detectados en el 100% (n = 62) y
45.2% (n = 28) de las cepas de H. pylorirecuperadas
de los cultivos gastricos. El elevado porcentaje de
cepas de H. pylori cagA positivo asociadas con la
patologia de nuestros pacientes es similar al reporta-
do en S&o Paulo, Brasil, en donde H. pylorifue iden-
tificada en el 67.7% (n = 111) de los pacientes, y en
el 40.5% (n = 45) de ellos se encontré al gen cagA
asociado con gastritis, Ulcera gastrica, adenocarcino-
ma, linfoma de MALT y atrofia gastrica.3” Se ha re-
portado que en Alemania el 72%38 de las cepas de H.
pylori aisladas de pacientes infectados son cagA+, y
en Sudéfrica el 95%.39

En este estudio, describimos que de los 130 pa-
cientes seropositivos para H. pylori, la bacteria fue
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detectada Unicamente en 62 (47.7%) de los casos, lo
cual puede deberse, probablemente, a que la bacteria
no se encontraba presente en el sitio del tejido gas-
trico de donde se toma la biopsia, 0 quiza a que su
cantidad en este lugar era muy baja, por lo que fue
imposible cultivarla e identificarla. A partir de los 62
pacientes seropositivos para H. pyloriy con la pre-
sencia del microorganismo en el estbmago, nosotros
describimos que las variantes alélicas de vacA, s1,
s2, m1, m2y el gen cagA de H. pylori estuvieron pre-
sentes en los distintos niveles séricos de IgG (Cua-
dro I11); sin embargo, la frecuencia de aparicion de
estos genotipos fue estadisticamente diferente (p <
0.05). En el cuadro Il se aprecia que fue en el grupo
de pacientes con los niveles séricos arriba de 100
UA/mL en donde se encontré la mayor frecuencia de
asociacién de los genotipos de H. pylori, entre los
cuales se registré la asociacion vacAsl/vacAm1l/
cagA (n =7), vacAsl/vacAml (n = 7) y vacAs2/va-
cAm1l (n = 6). Este hecho puede deberse probable-
mente a que el tiempo de infeccién y de evolucién
por H. pylorien este grupo de individuos es de varios
afios, por lo que los niveles séricos de IgG son mas
altos, ademas de que las cepas de H. pylori fueron
mas patoégenas debido a la presencia, principalmen-
te, de los marcadores de virulencia s1, mly cagA.
Los porcentajes encontrados contrastan con los re-
portados por Cattopadhway y colaboradores,?? quie-
nes entre las 65 cepas de H. pylori aisladas de biop-
sias de pacientes con diferentes trastornos dispépti-
cos, en 44 (67.7%) encontraron la asociacion va-
cAsl/vacAml/cagA, y en 16 (24.6%) la combinacion
vacAsl/vacAml.

La elevada prevalencia de las variantes alélicas de
vacA (s1, s2, ml, m2) y del gen cagA de H. pylori
identificados en los pacientes enfermos podria ser un
factor de riesgo importante en el desarrollo de enferme-
dades gastricas mas severas, como ha sido descrito
por Miehlkee y colaboradores. 4° Se ha reportado que
las cepas de H. pylori que presentan la combinacion de
los alelos de vacA s1/m2 o s1/m1 son responsables de
los altos y medios niveles de produccion de la citotoxi-
na;*! mientras que los genotipos vacA sl/cagA estan
asociados con la gastritis severa.*?

Los resultados obtenidos mostraron que en la ma-
yoria de los pacientes con gastritis cronica se detec-
taron anticuerpos contra H. pyloriy que en los distin-
tos niveles séricos se encontraron asociados los ge-
notipos citotoxicos vacAy cagA de H. pylori, por lo
que fue necesario establecer el tratamiento médico
mas eficaz, sobre todo en sujetos con riesgo de de-
sarrollar cancer gastrico.
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