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RESUMEN

Introduccidn: existen evidencias de la participacién de ciertos genotipos del
Helicobacter pylori con patologias mas severas.

Objetivo: determinar la frecuencia del gen cagA y las variantes alélicas de la
citotoxina vacA del Helicobacter pylori en un grupo de pacientes dispépticos, asi
como el dafio causado en la mucosa gastrica por esta bacteria.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo en el Hospital "Dr. Carlos J. Finlay",
desde el 2011-2012. La muestra estuvo conformada por 71 pacientes con cultivo
positivo para Helicobacter, a los que se les realizé endoscopia con toma de biopsias.
Se realizé determinacién del gen cagA y de los alelos de la citotoxina vacA y se
determiné mediante estudio histoldgico el dafio causado en la mucosa gastrica por
la bacteria. Se utilizé el método estadistico Chi cuadrado con una significacion
estadistica de alfa < 0,05 para determinar la significacién de los genotipos.
Resultados: el 69 % de los pacientes fue cagA+ y el 56,3 % vacA s1ml. En los
individuos cagA+ predominaron los alelos s1m1l (52,1 %) y en los cagA- las
variantes s2m2 (22,5 %). La gastritis crénica moderada fue el diagnéstico
histoldgico mas frecuente relacionado con el genotipo cagAvacAs1ml.
Conclusiones: los pacientes dispépticos estudiados presentaron con mayor
frecuencia una cepa muy virulenta (cagA+/vacAslml), aunque el dafio histolégico
sobre la mucosa gastrica fue menor del esperado.
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ABSTRACT

Introduction: There is evidence of the involvement of certain genotypes del
Helicobacter pylori in more several pathologies.

Objective: Determine the frequency of gen cagA and the citotoxinavacA of
Helicobacter pylori in dyspeptic patients and the damage of gastric mucosa.
Methods: A descriptive study was conducted at the Hospital Dr. Carlos J. Finlay,
from 2011-2012 in 71 patients with positive culture for Helicobacter . The study
included determination of the gen cagA and the citotoxinavacA. The analysis of
results was performed using the Chi square statistic method with statistical
significance alpha <0.05.

Results: 69 % of patients wascagA+ and 56.3 % vacAs1lml. In individuals cagA+
predominatedsiml (52.1 %) and in the cagA- predominate s2m2 (22.5 %). The
moderate chronic gastritis was the most frequent histological diagnosis related to
the cagAvacAs1ml genotype.

Conclusions: A highly virulent strain (cagA + / vacAslm1) predominate in
dyspeptic patients of this study.

Keywords: Helicobacter pylori; dyspeptic patients; genotypes.

INTRODUCCION

El Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo Gram negativo espiralado y
microaerofilico! capaz de colonizar la mucosa gastrica humana y causar gastritis
cronica, Ulceras gastricas, duodenales, cancer gastrico y linfoma del tejido linfoide
asociado a mucosa (MALT).2

La prevalencia de la infeccion varia con respecto al area geografica. En los paises
industrializados es de 20-50 % y en los paises subdesarrollados alcanza un 80 %.?

La infeccion por H. pylori origina casi siempre gastritis cronica. Sin embargo, las
complicaciones principales (Ulcera péptica, adenocarcinoma y linfoma géastrico) se
desarrollan solo en una minoria de personas infectadas (por lo general en
hospedadores adultos). Esto se debe a que el desarrollo de la enfermedad esta
influenciado por varios elementos: la susceptibilidad genética del huésped, el
ambiente y los factores de virulencia de la cepa infectante.

Los factores de virulencia son caracteristicas presentes en los microorganismos que
los hacen capaces de causar enfermedad. En el H. pylori los factores de virulencia
mas importantes son: la ureasa, el flagelo, el gen cagA, la citotoxinavacA y la
proteina babA. 2 Aunque se han asociado con un mayor riesgo de enfermedad
ulcerosa péptica, adenocarcinoma gastrico o linfoma tipo MALT, ninguno de ellos
implica por si mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto.
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Las cepas cagA positivas (cagA+) inducen la reorganizacion de la actina en la célula
huésped y en las proteinas de las células adyacentes al sitio de adherencia,
mientras que las cepas cagA negativas (cagA-) inducen cambios minimos en la
actina en el sitio de adherencia. La citotoxinavacuolizante bacteriana (vacA), es
responsable de la formacién de vacuolas intracelulares que conducen a la célula a
cambios en su metabolismo y eventualmente a la muerte celular.*

El gen vacA posee una estructura en la cual se han identificado cuatro alelos en la
secuencia sefial responsable del grado de inflamacién de la mucosa gastrica (sla,
slb, slc y 2s). Existe una asociacién significativa entre la presencia de sl vy el
grado de infiltracion celular. En la regiéon media de vacA se ha demostrado la
presencia de dos alelos (m1l y m2), de los cuales ml se asocia con un mayor dafio
al tejido gastrico.*

De acuerdo a la presencia del gen cagA, las cepas de H. pylori se han denominado
como cagA+ o cagA-. La importancia de cepas cagA+ radica en que son mas
agresivas porque son capaces de causar inflamacion severa, ulceras y tumores.

La proteina vacA es codificada por el gen vacA, el cual se encuentra en todas las
cepas del H.pylori. Sin embargo, estas presentan variaciones en su actividad
vacuolizante debido a la heterogenicidad dentro del gen vacA.4 Los tipos de
combinaciones alélicas entre estas regiones s y m determinan la produccién y el
tipo de actividad de la citotoxina, ya que por ejemplo cepas con la combinaciéon
vacAs1l/ml producen grandes cantidades de toxina por lo que tienen una alta
actividad vacuolizante, las cepas vacAs1/m2 producen cantidades moderadas de
toxina y su actividad vacuolizante también es moderada, mientras que las cepas
vacAs2/m2 producen muy poca toxina o no producen. En cuanto a los subtipos de
sl se ha reportado que las cepas que expresan el subtipo sla parecen ser mas
patégenas que las cepas s1b o0 s2.2 Las cepas con el tipo m1 se encuentran mas
asociadas con dario epitelial gastrico que las cepas vacAm?2 4.

Con el objetivo de determinar la frecuencia del gen cag A y las variantes alélicas de
la citotoxina vacA del H. pylori en un grupo de pacientes dispépticos se realiz6 este
trabajo.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo en el Hospital "Dr. Carlos J. Finlay", desde el
2011-2012. El universo fueron todos los pacientes con sintomas dispépticos que
acudieron a la consulta externa del servicio de Gastroenterologia del Hospital Militar
Central Dr. Carlos J. Finlay, en el periodo de mayo del 2011 a mayo del 2012.

Se realizé un muestreo no probabilistico por designacién. La muestra quedé
conformada por 71 pacientes, que cumplieron con los criterios de seleccién
(inclusién y exclusion).

Criterios de inclusion: pacientes con edades comprendidas entre 18 y 80 afos, con
serologia positiva para H. pylori, con cultivo positivo y aislamiento de la cepa.

Criterios de exclusidon: pacientes tratados con cualquier antibiético o con inhibidores
de bomba de protones en las ultimas 4 semanas.
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A los pacientes incluidos se les realizé determinacion de anticuerpos IgG contra H.
pylori realizado por el método de ELISA® mediante la toma de una muestra de
suero sanguineo en el laboratorio de microbiologia del Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas (CNIC). A los que resultaron positivos en el examen
serolégico se les practicé endoscopia digestiva superior Se les tomaron cuatro
muestras de biopsia para cultivo (2 en antro caras anterior y posterior y 2 en
cuerpo caras anterior y posterior). En los pacientes con cultivo positivo se
determiné la presencia del gen cagA y de la citotoxina vacA. Las muestras para
cultivo fueron analizadas en el CNIC. Para el estudio histolégico se tomé una
muestra de biopsia de la curvatura menor del antro y se utilizé la tincién de
hematoxilina y eosina. Las muestras fueron procesadas en el servicio de Anatomia
Patolodgica del hospital.

La descripcion de los hallazgos endoscopicos y los diagnésticos correspondientes se
realiz6 mediante el sistema Sidney de clasificacion de gastritis vigente desde 1990,°
asi como la terminologia endoscopica aceptada internacionalmente.®

Para determinar la significacion de los genotipos se aplicé el método estadistico Chi
cuadrado con una significacién estadistica de alfa < 0,05.

Para la realizacidon de este trabajo se respetaron las bases éticas de las
investigaciones en seres humanos. A todos los pacientes incluidos se les explicaron
las caracteristicas y objetivos del estudio. La aprobaciéon del paciente para
participar fue plasmada en la planilla de consentimiento informado. El proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica de la Institucion. Para la realizacion de la
investigacion se solicitd la autorizacion del Comité Cientifico del Hospital y se
garantizo la confidencialidad de la informacion.

RESULTADOS

Se estudiaron 71 pacientes, 34 (47,8 %) del sexo femenino y 37 (52,1 %)
masculinos. La edad promedio fue de 42,5 afios, con un limite inferior de 18 y un
limite superior de 82 afios, la desviaciéon estandar fue de 16,3.

De los 71 pacientes estudiados 49 (69 %) tuvo el gen cagA (p= 0,00001) y 22
(31 %) no lo presentaron.

Con respecto a la distribucién de los alelos de la citotoxina vacA predominé la
variante vacA s1m1 la cual fue diagnosticada en 40 (56,3 %) de los 71 individuos
incluidos. Le siguieron en orden de frecuencia las variantes alélicas s2m2 con 23
(32,3 %) y s1m2 con 8 (11,4 %) pacientes.

La tabla 1 muestra la distribucién de las variantes alélicas de la citotoxina vacA
segun la presencia o no de la proteina cagA. En los pacientes cagA+ predominé el
genotipo slmlcon 37 (52,1 %) pacientes (p= 0,00000). El alelo s1m2 fue el menos
frecuente con 5 (7 %) individuos. La variante alélica de la citotoxinavacAs2m2 se
encontré en 7 (9,9 %) personas. En los individuos cagA- la variante alélica s2m2
fue la mas frecuente con 16 (22,5 %) personas. Los alelos s1m1l y s1m2 tuvieron
igual distribucion en este grupo con 3 (4,2 %) pacientes cada uno.
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Tabla 1. Distribucion de los alelos la citotoxinavacA en pacientes
cagh+ y cagh

Alelos caghA+ cagh-
del gen No % No | %
vach

silml 37 52,1* 3 4,2
s1lm2 5 7 3 4,2
s2m2 7 9.9 16 22,5

*p= (p= 0.00000)

En relacién con el estudio histolégico, en la tabla 2 se observa la distribuciéon segun
los alelos de la citotoxina vacA en los pacientes con el gen cagA. La gastritis cronica
moderada prevalecié con 28 individuos de los 37 pacientes diagnosticados en total.
De ellos 22 (78,6 %) tenian la variante alélica de la citotoxina vacA s1ml; 4 (14,3
%) individuos tenian los alelos s2m2 y las variantes alélicas s1m2 solo se
observaron en 2 (7,1%) pacientes.

Tabla 2. Distribucion de los diagndsticos histoldgicos en los pacientes portadores del gen cagA
segun las variantes alélicas de la citotoxina vach

Diagndsticos histolégicos vacASiml vacAS2m2 vacAS1im2
Mo %o No %% No O

Gastritis cronica ligera 7 77,8 1 11,1 1 11,1
n=9

Gastritis cronica moderada 22 78,6 4 14,3 2 7.1
n=28

Gastritis cronica severa 8 66,7 2 16,7 2 16,7
n=12

Total 37 35,5 7 14,3 5 10,2
n=49

Le sigue en orden de frecuencia la gastritis crénica severa con 12 pacientes, de los
cuales 8 (66,7 %) tenian los alelos s1m1 y los alelos s2m2 y s1m2 se encontraron
en 2 (16,7 %) personas.

Aunque no aparece reflejado en tablas ni graficos llama la atenciéon que solo en 1
paciente con la proteina cagA se diagnosticé metaplasia (tenia los alelos de la
citotoxina vacA s1m1l). No hubo pacientes con displasia.

En todos los casos predominé la variante de la citotoxinavacAs1ml1. No hubo
pacientes con estudio histolégico normal.

DISCUSION

De manera similar a investigaciones de otros paises, el gen cagA se encontré en el
69 % de los aislamientos. En un estudio realizado en México, Martinez y cols.
reportan la presencia de cagA en el 69, 7 % de los aislamientos.’
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Mediante la determinacién de la citotoxina vacA se observo la presencia de tres
combinaciones de los subtipos de los alelos s1 y s2 con alelos m (s1ml1, s1m2,
s2m2). La combinacion alélica mas frecuente fue vacA s1ml en el 56 % de los
casos. Torres y cols., en el afio 2009, en pacientes cubanos con dispepsia funcional,
encontraron una frecuencia del 54,9 % para el genotipo vacA s1ml y del 70,6 %
para el genotipo cagA+.8

En esta investigacion no se observo vacA s2ml. Esta combinacién es poco
frecuente y algunos autores consideran que no es viable y puede conferir
desventajas para el microorganismo. No obstante, otros estudios la reportan y
plantean que puede indicar no necesariamente una desventaja de seleccion al
microorganismo, sino una forma silenciosa de evadir la terapia antibiética.®

En los pacientes con el genotipo cagA predominaron los alelos s1ml de la citotoxina
vacA, lo cual confiere mayor patogenicidad al microorganismo. Sin embargo en
aquellos cagA- los alelos mas frecuentes de la citoxina vacA fueron s2m2, que son
menos patégenos.

Se reporta que las cepas mas virulentas son aquellas que presentan las
combinaciones cagA+/vacAslml, cagA+/vacAslml/babA2+,
cagA+/vacAslml/iceAl, 4 ya que la presencia de estos genes puede estar
relacionada con altos grados de colonizacién antral y corporal. La coexistencia de
uno o mas de estos genes resulta en un incremento de la severidad en cambios
histopatolégicos. Este hallazgo es importante puesto que pone en evidencia la
presencia de cepas virulentas del H. pylori en la poblacion de estudio.

Es probable que sea la combinacion de estos dos genes (cagA y vacA) la mejor
forma de expresar el poder patégeno de un aislamiento de H. pylori.” La
combinacion alélica de la citotoxina vacA mas frecuente fue s1lml y se detectd con
mayor frecuencia en las cepas cagA+. La presencia de cagA esta asociada a la
presencia del alelo s1.

Es importante considerar que los pacientes infectados con los genotipos mas
virulentos, si no reciben tratamiento, o en su defecto si presentan falla terapéutica,
podrian estar sujetos a desarrollar enfermedades mas severas, como Ulceras y
adenocarcinoma, por la asociacion entre la patologia y los genotipos de virulencia
del microorganismo reportadas por la literatura.

Esta bacteria produce una respuesta inflamatoria de intensidad variable. Es
conocido que la infeccion por H. pylori es la mayor causa de inflamacion crénica de
la mucosa gastrica, que evoluciona con los afios a gastritis atréfica y metaplasia
intestinal. Estos son considerados los cambios fenotipicos o marcadores de riesgo
mas tempranos en la cascada de eventos que llevan al desarrollo del cancer
gastrico de tipo intestinal.®

Se reporta que las cepas mas virulentas son aquellas que presentan las
combinaciones cagA+/vacAslml, cagA+/vacAslml/babA2+,
cagA+/vacAslml/iceAl8, &' ya que la presencia de estos genes puede estar
relacionada con altos grados de colonizacién antral y corporal. La coexistencia de
uno o mas de estos genes resulta en un incremento de la severidad en cambios
histopatolégicos. Este hallazgo es importante puesto que pone en evidencia la
presencia de cepas virulentas del H. pylori en la poblacién de estudio. Esto
contrasta con los resultados encontrados, donde a pesar de que en el grupo de
pacientes con cagA+ el 76 % era s1m1 solo se encontré6 metaplasia en un paciente
de este grupo. El Gnico caso con displasia se ubic6 en el grupo de los cagA-
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/vacAs2m2. A pesar de tener cepas patogénicas en esta investigacion la severidad
de las lesiones de la mucosa géastrica no corresponde con dicha patogenicidad.

Es probable que sea la combinacion de estos dos genes (cagA y vacA) la mejor
forma de expresar el poder patégeno de un aislamiento de H. pylori. La
combinacion alélica de la citotoxina vacA mas frecuente fue s1ml y se detectd con
mayor frecuencia en las cepas cagA+. La presencia de cagA esta asociada a la
presencia del alelo s1. La asociacion del gen cagA y de los alelos s1m1 del gen vacA
se encuentra también en estudios similares realizados en paises europeos.!?

Es importante considerar que si los pacientes infectados con los genotipos mas
virulentos, no reciben tratamiento, o en su defecto si presentan falla terapéutica,
podrian estar sujetos a desarrollar enfermedades mas severas, como Ulceras y
adenocarcinoma, por la asociaciéon entre la patologia y los genotipos de virulencia
del microorganismo reportadas por la literatura.

Esta bacteria produce una respuesta inflamatoria de intensidad variable. Es
conocido que la infeccion por H. pylori es la mayor causa de la inflamacion crénica
de la mucosa gastrica, que evoluciona con los afios a gastritis atréfica y metaplasia
intestinal. Estos son considerados los cambios fenotipicos o marcadores de riesgo
mas tempranos en la cascada de eventos que llevan al desarrollo del cancer
gastrico de tipo intestinal. La infeccidén persistente incrementa el riesgo. En
promedio el adenocarcinoma aparece en el transcurso de 15 a 20 arios.!®

Llama la atencidon que en los pacientes del estudio predominé una cepa muy
virulenta (cagA+ s1ml). Esto resulta interesante y a la vez preocupante, a pesar
de tratarse de una muestra pequefia. Estas cepas virulentas se han asociado con
alteraciones histolégicas mas severas como atrofia y metaplasia intestinal, que
implican un mayor riesgo de cancer gastrico, sin embargo Cuba tiene la menor
incidencia de cancer gastrico en el Caribe,** aun cuando las enfermedades malignas
ocupan el primer lugar entre las causas de muerte de los ultimos arios.1®

Esto podria obedecer a que existen otros factores de riesgo para el desarrollo del
adenocarcinoma gastrico que también ejercen un papel importante como son: la
edad de adquisicion de la infeccion, el origen geografico del paciente, hacinamiento,
tabaquismo, alcoholismo, desnutricién, entre otros.1®

Por tanto, los factores de virulencia del H. pylori pueden servir como marcadores
epidemioldgicos moleculares para crear en el futuro estrategias de prevenciéon de
patologias gastricas severas, pero deberan siempre analizarse de forma integral
junto a los otros factores de riesgo implicados en la carcinogénesis gastrica.
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