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RESUMEN

Se estudiaron 171 pacientes con ulcera duodenal, Ulcera gastrica, gastritis cronica y
cancer gastrico; los 3 ultimos confirmados histolégicamente. Se analizaron 56 casos
con ulcera duodenal, 48 con Ulcera gastrica, 47 con gastritis crénica y 20 con
cancer gastrico. Se detectd la presencia de Helicobacter pylori mediante PCR en el
98,2 % de las ulceras duodenales; en el 95,8 % de las Ulceras gastricas; en el 95,0
% de los canceres gastricos y en el 93,6 % de las gastritis crénicas, para una
prevalencia total del 95,9 %. El genotipaje cag A de las cepas detectadas reportd
positividad en el 80,0 % de las ulceras duodenales; en el 72,7 % de las gastritis
cronicas; en el 69,6 % de las ulceras gastricas y en el 42,1 % de los cancer
gastricos, para una prevalencia total del 70,7 %. Tanto las Ulceras en su conjunto,
como la gastritis crénica presentaron una prevalencia de cepas Helicobacter pylori
cag A+ significativamente superior al cancer gastrico (p = 0,19).
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ABSTRACT

171 patients with duodenal ulcer, gastric ulcer, chronic gastritis and gastric cancer
were studied. The last 3 were histologically confirmed. 56 cases with duodenal
ulcer, 48 with gastric ulcer, 47 with chronic gastritis and 20 with gastric cancer
were analyzed. The presence of Helicobacter pylori was detected by PCR in 98.2 %
of the duodenal ulcers; in 95.8 % of the gastric ulcers; in 95.0 % of the gastric
cancers; and in 93.6 % of the chronic gastritis. The cag A genotyping of the strains
found proved to be positive in 80.0 % of the duodenal ulcers; in 72.7 % of the
chronic gastritis; in 69.6 % of the gastric ulcers; and in 42.1 % of the gastric
cancers, for a total prevalence of 70.7 %. Both, the ulcers as a whole and the
chronic gastritis showed a prevalence of cag A+ strains of Helicobacter pylori
significantly higher than gastric cancer (p = 0,19).
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INTRODUCCION

La infeccidon por Helicobacter pylori (Hp) se relaciona patogénicamente con la Ulcera
duodenal (UD), la ulcera gastrica (UG), la gastritis crénica (GC), el adenocarcinoma
géstrico (CG) y el linfoma tipo MALT.*

La via de transmision de Hp no esta claramente definida. Existen evidencias de que
el ciclo orofecal es méas importante que la via oral-oral, aunque ambas pueden
coexistir. La transmisién nosocomial, a través de la endoscopia, también ha sido
reportada.

La prevalencia de la infeccién por Hp se relaciona con la influencia de factores
medio ambientales como el nivel higiénico sanitario y la dieta. En general, se
definen 2 grupos epidemioldgicos. El Grupo 1, integrado por paises con precarias
condiciones higiénico-sanitarias y que presentan tasas elevadas de infecciéon en la
infancia, que en algunos paises alcanzan valores de hasta el 85 % y el Grupo 2 que
incluye a paises en los que su alto nivel de desarrollo se asocia con adecuadas
condiciones higiénico-sanitarias, y en él, la infeccidon se concentra en la edad adulta
con prevalencias del 11 al 40 %.?

Cuba presenta una situaciéon particular, pues, si bien desde el punto de vista
economico debiera ser incluido en el Grupo 1, sus avances en la salud publica
definen un perfil higiénico-sanitario muy superior al de este grupo y similar al del
Grupo 2. Por tanto, solo estudios epidemiolégicos en nuestra poblaciéon, permitiran
definir en qué grupo debe ser incluido nuestro pais.

Relacionando las tasas de prevalencia de Hp con enfermedads gastroduodenales,
las tasas muestran variaciones que dependen de diferentes factores como son:
virulencia de las cepas y estado inmunitario del individuo. La virulencia de la cepa
depende de sus caracteristicas genéticas. El genoma de Hp tiene una region de 40
kb que contiene un conjunto de 40 genes, conocida con el nombre de cag-PAl, cuyo



marcador es el gen cag A. Este gen esta presente en el 60 % de las cepas y
siempre se expresa. Su regulaciéon ocurre al nivel transcripcional. Al respecto se
sabe que a un pH < 7 la transcripciéon del gen es mayor que a pH 7, lo cual indica
que la cag A pudiera ser una respuesta acido-tolerante de Hp, mecanismo ya
descrito en otras bacterias.

La proteina cag A tiene de 120-140 kDa, en dependencia del nimero de
repeticiones intragénicas y constituye la Unica proteina de Hp con propiedades
antigénicas. Luego de su produccion en el citoplasma de la bacteria, cag A es
secretada hacia el epitelio gastrico, donde estimula la producciéon de la IL-8 en las
células epiteliales del hospedero, lo que induce el mecanismo de la inflamacion.
También se ha visto que estimula la produccion de las IL-1 y 6, del TNF-a y del NF-
kB.2

Trabajos recientes sefialan el papel patogénico del gen cag A y su asociacion con
enfermedades gastroduodenales, con tasas de prevalencia del 100 % en la UD,
cercanas al 90 % en la UG y en la GC y muy variables en el CG, se reportan valores
que oscilan entre el 21 y el 95 %.*

Con este trabajo nos proponemos estimar la asociacion presente en nuestra
poblacién entre la infeccidon por cepas de Hp cag A+ y diferentes enfermedades
gastroduodenales, como son la UG, UD, GC y CG. Asi como determinar la
prevalencia de Hp en enfermos con estas afecciones, caracterizar las cepas
detectadas en cuanto a su genotipo cag A y conocer la prevalencia de este genotipo
en esos pacientes y correlacionar la presencia de Hp y de su genotipo cag A como
indicador de citotoxicidad en el desarrollo de UG, UD, GC y CG.

METODOS

Se realiza un estudio prospectivo y descriptivo de mayo de 2001 a diciembre de
2003 a 171 pacientes cubanos adultos a los que se les realizé una panendoscopia
con un videogastroscopio PENTAX EG 2931 y pinzas o forceps de biopsias de la
firma OLYMPUS. Se incluyeron los pacientes con diagnéstico endoscoépico de UD o
UG, de GC y de CG, los 3 dltimos confirmados histolégicamente. Se excluyeron los
pacientes tratados con antibidticos, derivados imidazoélicos o productos bismutados,
omeprazol (o sus variantes farmacoldgicas), aspirina, antiinflamatorios no
esteroideos y esteroideos en los ultimos 30 d previos a la endoscopia, con sangrado
digestivo alto activo, cirugia gastrica previa (gastrectomia) y con sindrome pilérico
completo o incompleto.

A los casos con diagnéstico endoscépico de GC, UG o CG se les tomd una muestra
para biopsia que se sumergio en una solucion de formol al 10 %, con el fin de la
confirmacion histolégica.

Para la deteccion de Hp y el genotipaje cag A, se tomd una muestra para biopsia
gastrica antral a 5 cm del piloro. La muestra obtenida se coloc6é en un microtubo
con 0,5 mL de solucién salina fisioldgica estéril. Luego se sometio al proceso de
extraccién de ADN mediante el método de lisis total con Tween 20 y proteinasa K.>

Para detectar Hp se amplificé un fragmento de 204 pb del gen ure A, mediante un
sistema seminested-primer.° Se utilizaron los cebadores descritos en la tabla 1,
sintetizados por la GIBCO. Las reacciones se realizaron en un termociclador
minicycler research. El programa tuvo las siguientes caracteristicas: 94 °C x 1 min,



55 °Cx 1 miny 72 °C x 1 min. Se realizan 30 ciclos para el primer proceso y 20
ciclos para el segundo.

En las muestras positivas para la presencia de Hp se detect6 el gen cag A mediante
la amplificacion de un fragmento de 400 pb del gen, utilizando los cebadores
descritos en la tabla 2, sintetizados por la GIBCO.’ Las reacciones se realizaron en
un termociclador minicycler research. El programa tuvo las caracteristicas
siguientes: 94 °C x 1 min, 63 °C x 30 s, 72°C x 1 min, 94 °C x 1 min, 62 °C x 30
s, 72 °C x 1 min, 94 °C x 1 min, 61°C x 30 s, 72°C x 1 min, 94 °C x 1 min, 60 °C
X 30s, 72 °C x 1 min, 30 ciclos de: 94 °C x 1 min, 59 °C x 1 miny 72 °C x 1 min.

Ambos métodos detectan al menos 100 ufc por muestra de biopsia y no presentan
reaccion cruzada con genoma humano, Providencia rettgeri, Morganella morganii,
Pseudomona aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoneae, Klebsiella
oxytoca, Citrobacter cinaedi y Escherichia coli.

Los productos se visualizaron mediante una electroforesis submarina en gel de
agarosa al 2 %, tefido con bromuro de etidio. El tamafo del amplicon se verifica
mediante comigracion con el marcador de peso molecular 100 pb Ladder
(Promega).

Los resultados se vertieron en una matriz de céalculo del sistema EXCEL y se
realizaron calculos de porcentajes y prueba de validacion estadistica chi-cuadrado.

RESULTADOS
En la muestra predominé el sexo masculino (59,6 %) con una media de 53,3 afios.

En general, la prevalencia de la infeccion por Hp fue del 95,9 %. La UD ocup6 el
primer lugar con 98,2 %. Le continud la UG con una prevalencia del 95,8 %, la GC
con 93,6 % y por ultimo, tenemos el CG con 95 % (tabla 3).

La prevalencia total de Hp cag A+ en las enfermedads estudiadas es del 70,7 %. La
UD ocupd el primer lugar con 80 %. Le continto la GC con 72,7 %, la UG con 69,6
% y por ultimo, tenemos el CG con 42,1 % (tabla 4).

Al compararse entre ellas las prevalencias de cepas cag A+ en UG, UD y GC no se
obtienen diferencias significativas, pero las 3 son significativamente superiores a la
que se presenta en el cancer gastrico (p = 0,19).

DISCUSION

La prevalencia de la infeccion por Hp es muy alta en todas las enfermedads.
Resultados similares a los nuestros fueron reportados en diferentes paises
integrantes del Grupo 2. En Turquia se ha reportado una prevalencia de Hp de 97,2
%; en Africa, de 90 %, y en la India, Asis obtuvo de 80 a 90 %.5*°

Valores similares a los alcanzados por nosotros se reportan en la mayoria de las
series que estudian la presencia de Hp en UD por PCR, ejemplo de ellos son los



trabajos publicados por Zhou en China con tasas de 100 % y en Italia, el estudio de
Franco, con 85 %.'"?

En cuanto a la UG, un estudio similar en Checoslovaquia exhibe cifras de 80 % y en
China se reportan valores cercanos al 100 %, al igual que en la UD.***3

En el caso de la GC, China muestra valores de infecciéon similares a los nuestros con
94,1 %; mientras que en Sri Lanka se reportan valores mas bajos (70 %), al igual
gue en Checoslovaquia, con cifra de 63 %.1314

En el CG, obtuvimos una prevalencia bastante alta. Un estudio publicado en Suiza,
por Enroth evidencié una prevalencia de 79 %; en Rumania, Viorel registra una
tasa de 78,4 % y en una region de alta incidencia de adenocarcinoma gastrico en
China se registra 100 %, al igual que en la Glcera gastroduodenal.'***®

La prevalencia total de Hp cag A+ encontrada en nuestro estudio muestra un valor
inferior al 88,5 % reportado en otro estudio de la poblacién cubana, pero superior
al 60 % obtenido por Valmaseda y otros.'’” Estas diferencias pudieran deberse al
empleo de métodos de genotipaje de diferente sensibilidad. Muchos estudios
indican la variaciéon de la prevalencia del genotipo Hp cag A+ en diferentes regiones
del mundo; nuestros resultados son similares a los encontrados en varios paises de
Ameérica del Sur, Central y los menos desarrollados de Europa y del Medio

Oriente. Como ejemplos sefialamos las prevalencias del 79,8 % reportada en Brasil,
de 61,7 % en Turquia y del 68 % en Checoslovaquia.®**'8

En cuanto a las Ulceras gastroduodenales, la prevalencia de estas cepas que
encontramos fue similar a la de 84,2 % reportada por Valmaseda en su estudio
compilativo mundial.>” En América del Sur, especificamente en Brasil, se han
reportado asociaciones que oscilan entre 81 y 90 %.'® Cifras mas elevadas se
reportan en China con 100 %."?

En el caso de la GC se evidencidé una asociacion un poco mayor que el 65,4 %
reportado por Valmaceda,*’ el 60 % encontrado en Brasil y el 63 % en
Checoslovaquia, pero muy inferior a los valores alrededor del 94 % reportados en
areas de alta prevalencia de Hp.***%18

En la bibliografia revisada encontramos muchos trabajos en relaciéon con el genotipo
cag Ay el CG, que presentaban una gama de resultados y variantes diferentes; por
ejemplo un estudio realizado en 2 regiones de Espaia report6 86,5 %; Enroth, en
Suiza, 79 % y las tasa mas altas registradas en China y Asia en general, cercanas
al 100 %.***>*° En nuestro estudio no encontramos valores tan altos, pero no se
puede descartar que estén sesgados por el pequefio nimero de cepas detectadas y
genotipadas (solo 19) en estos pacientes.

Estas estadisticas son muy cuestionadas, ya que en algunas regiones con elevada
prevalencia de cepas de Hp cag A+, no se ha reportado gran incidencia de lesiones.
Hay estudios contradictorios en cuanto al papel carcinégeno de Hp y a la baja
incidencia del CG, esto se explica por la variabilidad de las cepas en diferentes
regiones, asi como por las caracteristicas propias del hospedero y el tiempo de
exposicién de la mucosa géstrica a la bacteria.’®

Se concluye que la infeccidon por Hp presenta alta prevalencia en la muestra
poblacional estudiada (95,9 %). El 70,7 % de las cepas detectadas son cag A+, lo
que indica una alta prevalencia de dichas cepas en nuestra poblacion. Se encontr6
una importante asociacion entre las cepas de Hp cag A+ y las enfermedades
estudiadas, con valores particulares superiores al 90 % en todos los casos.



Encontramos una relacion de asociacion del gen cag A+ en cepas de Hp en la UG,
UD vy la GC, superior y con una diferencia estadistica significativa al CG.
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores del sistema ure 4

Cebadar Secuenda (5'Y 3 Descripcion

HRP& 1 ATA TTa TGGE AdG AAG CGA | Senso, primer proceso
5 AG

HPaA 2 CAT GAA GTGE GST ATT GAA G Senso, sequndo proceso

HRP& 3 ATG Gad GTG TGA GCC GATTT | Reverso, comln en ambios
procesos



Tabla 1. Descripcion de los cebadores del sistema ure A

Cebador Secuenda (5'7 31 Descripcion

HPA 1 ATA TTA TGGE AAG AAG CGA | Senso, primer proceso
G AG

HP& 2 CAT GAA GTG GET ATT GaAs G Senso, sequndo proceso

HP& 3 ATG Gas GTG TGA GCC GATTT | Reverso, comln en ambios
procesos

Tabla 3. Prevalencia de la infeccion por Hp en las enfermedades estudiadas

Positividad a Hp
Enfermedades Total de casos

i {96
Cancer gastrico 29 19 (95,0}
Gastritis cronica 47 &4 {93,067
Ulcera gastrica 48 4f {95, a)
Ulcera duodenal 56 5g {98,2)
Total 171 164 (95,9}

Tabla 4. Prevalencia de cepas de Helicobater pylori caga+

en las enfermedades gastroducdenales estudiadas

Total de cepas | Positividad a cag &

Enfermedades
Cancer gastrico 19 8 (42,17
Gastritis cronica 44 a2 (72,7

Ulcera gastrica 44 3z {69,6)



