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RESUMEN

Se hizo una revisién con el objetivo de dar a conocer la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa en el diagnéstico de
Helicobacter pylorj difundir los beneficios y futuras aplicaciones en el area. La reaccién en cadena de la polimerasa es una
herramienta biotecnolégica muy util para el diagnéstico de bacterias o virus de dificil oultitbm. Helicobacter pylories una

bacteria gramnegativa de dificil cultivo vitro que coloniza la parte superior del tracto gastrointestinal y cuyo diagnéstico es de
suma importancia, porque su presencia por largos periodos estad asociada con gastritis crénicas, Ulceras pépticas y carcinomas
géstricos. Ha sido utilizada para detectar la presenchd gglori en muestras de biopsias gastricas, jugos gastricos, heces, saliva,
placa subgingival, mediante fragmentos de geneld.deylori que amplifican determinadas regiones de ADN.

Palabras clave Reaccion en cadena de la polimerasa, Pi@&icobacter pylori diagndstico microbioldgico.

La reaccion en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reactiofPCR]) es una
técnica biotecnoldgica que tiene como fin el
amplificar o reproducin vitro un nimero de copias
de una region especifica de ADN, con la finalidad
de reproducir cantidad suficiente de un fragmento
para su evaluaciéon. Esta técnica es de gran
aplicabilidad en una variedad de campos, incluidas
la biologia molecular, la biotecnologia, la genética,
la epidemiologia, las ciencias forestales, las ciencias
forenses, la microbiologia, el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, entre otras. A su alta
especificidad y sensibilidad la PCR ha demostrado
ser muy util en el diagnéstico de virus, parasitos y
bacterias de dificil cultivo; porque ofrece un
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diagndstico confiable, méas rapido y menos laborioso
gue los cultivos normales de este tipo de
microorganismos. Otra de sus ventajas radica en
que la secuencia especifica de interés no necesita
estar aislada del resto de su genoma, pero una vez
completada su reproduccion, esta puede ser
separada del resto del ADN por medio de
electroforesis en geles de agarosa. Ademas, la
cantidad de material que hace falta para el inicio
de la reaccion es muy pequefiay solo es necesario
la cantidad de ADN contenida en una sola célula,
esto le ofrece una alta sensibilidad a la prueba.

La PCR es una reaccion llevada comple-
tamentein vitro y requiere para su desarrollo de
los elementos siguientes: 2 oligonucleotidos
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sintéticos o cebadorepr{mersg, que deben ser
complementarios a la regién de interés y
generalmente Unicos para el microorganismo de
estudio, lo que proporciona la alta especificidad;
una enzima termoestabl@&aq polimerasa,
proveniente de la bacterfdermus aquaticug 4
desoxyribonucleétidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).
Este procedimiento permite obtener 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
desnaturalizacion (9%2) que permite la apertura
de las dobles cadenas; luego viene seguido por un
proceso de anillamiento (40-66), que consiste

en la unién o el apareamiento de los oligonucleétidos
0 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 iénicospimersy hebra de ADN);

en donde la enzimBagpolimerasa se pueda unir

y comenzar en presencia de los 4 nucleétidos
trifosfatos con la tercera etapa que es la fase de
sintesis (72C), la cual se refiere al copiado del
templado que se van uniendo por enlaces iénicos
dando como resultado una nueva molécula del
fragmento de ADN de interés.

Dada la gran especificidad y sensibilidad de la
técnica de PCR se ha abierto una nueva etapa de
diagnéstico, denominado diagndstico molecular; de
gran utilidad en los microorganismos de dificil
cultivo como es el caso delelicobacter pylori
(H. pylori), que es un bacilo espiralado
gramnegativo, maétil, cuyo cultivo requiere de
condiciones microaerobias a 37 °C y a pH
fisioldgico2

Esta bacteria es el agente etioldgico reconocido
de varias alteraciones gastrointestinales en el
hombre, como la gastritis crénica, Ulceras géastricas,
Ulceras duodenales, adenocarcinoma de la parte
distal del estbmago (antro y fundus) y linfoma de
tejido linfoide asociado a mucosa géstrica
(MALT).*® De hecho ha sido clasificado por la
Organizacién Mundial de la Salud como
carcinégeno tipo | y en los Ultimos afios se ha
propuesto su participaciéon en los procesos
aterotrombaéticos.En los paises desarrollados, la
seroprevalencia dd. pylori se incrementa con la
edad: 10 % en adultos jévenes y 70 % en mayores
de 55 afosgl rango de infeccion por este

microorganismo se estima entre 10-40 % en
adultos sanos, en comparacion con 80-100 % de
los pacientes con gastritis o Ulcera gastrica y
duodenaf.Pero en los paises en vias de desarrollo,
donde en términos generales las condiciones
sanitarias son dudosas, mas de 50 % de los nifios
estan infectados antes de los 5 afos, desem-
pefiando un papel importante en la patogénesis de
los sindromes diarreicos, la malnutricion y el retardo
del crecimientd.

El modo de accién defl. pylori esta dado
por los factores de virulencia que benefician en su
penetracion a la mucosa géastrica como es su forma
espirilada, la presencia de flagelos, la actividad de
la enzima ureasa; ademas de los productos de los
genesvacA (vacuolating toxinA), cagA
(cytotoxin—associated gen®) e iceA (induced
by contact with epitheliupi® EI gen cagA forma
parte de la isla de patogenicida@A(cag);
estructura genética que contiene multiples genes
relacionados con la virulencia y patogenicidad de
las cepas deéd. pylori. El otro factor es la
citotoxina vacuolizanteyacA responsable de la
creacion de vacuolas en las células epiteliales, la
cual presenta una gran variabilidad que confiere
una mayor o menor patogenicidad a la bacteria.
En generalH. pylori se puede clasificar en 2
grupos, basandose en los productos de los genes
cagAy vacA cepas tipo |, que saragApositivas
y expresan la citotoxina, y las cepas tipo Il que
son cagA negativas y pueden o no expresar la
citotoxina!!

La forma de transmision d¢. pylorino esta
clara y se habla de las vias bucal-bucal y bucal-
fecal como las méas importantes. Una de las
evidencias que confirman este tipo de transmision
es su deteccién en placa dental, saliva y Hééés,
sin embargo, hay controversias sobre si la cavidad
bucal es 0 no un reservorio permanente o si por el
contrario es una fuente de reinfeccién, porque el
reservorio natural es aun desconocitd.

Para diagnosticar la infeccion pdr pylori
se han empleado cultivos microbioldgicos, estudios
histopatologicogestdel alientotestrapido de la
ureasatestseroldgicostestde antigeno en heces
y mas recientemente pruebas moleculares de
ADN y ARN.*%-22Hqy dia, el diagnéstico definitivo
de la infeccion poH. pylori ha estado basado
principalmente en el aislamiento de la bacteria en



cultivos microbioldgicos o la deteccién del
microorganismo en preparados histolégicos, ambos
métodos provenientes de muestras de biopsias
gastricas obtenidas por procesos invasivos como
la endoscopia. Sin embargo, existen otros métodos
cuya determinacion se correlaciona con la infeccién
por este microorganismo pero con la diferencia que
la obtencion de la muestra no es de forma invasiva,
es asi el caso de los examenes seroldgictsstel
del aliento o etestde la ureasa.

Los cultivos microbioldgicos y los examenes
histoldgicos requieren de condiciones especiales y
periodos de incubacion largos (3-7 d), ambos con
buena sensibilidad (90-98 %) y especificidad (98-
-100 %) antes del tratamiento; pero su principal
desventaja esta en que los niveles de confiabilidad
y eficiencia decrecen inmediatamente después de
la terapia antibiética, por la disminucion del nimero
de bacterias y la aparicién de formas cocoféles.
Otra de las técnicas empleadas ¢ssttlel aliento,
basada en la deteccion del dioxido de carbono
proveniente de la actividad de la ureasa en el aire
expirado; existe una buena especificidad y
sensibilidad (95-98 %) en esta técnica y ha sido
atil para monitorear a corto plazo la antibiético-
-terapia, pero estas pruebas estan limitadas al
namero de organismos presentes y a la ingesta de
antiacidos; por otro lado los examenes serolégicos
se basan en la deteccion de un anticuerpo
especifico (anti-H pylori) como resultado de la
respuesta inmune, marcada por la aparicion de
anticuerpos IgG en el suero del paciente; pero al
igual que en gkstdel aliento, el diagnéstico inicial
de la presencia de la bacteria debe siempre ir
acompafado de otros sistemas mas confiables que
corroboren su existencié&®

Con la aparicién de las pruebas moleculares
se ha podido detectat. pylori en muestras que
no son de biopsias gastricas y que era muy dificil
obtener resultados positivos para esta bacteria por
metodologia convencional; es asi como se ha podido
determinar su presencia en muestras de placa
dental, aftas bucales, saliva, jugos gastricos, heces
y placa ateromatosa, ofreciendo una mejor
alternativa para el diagndstico clinico y para
estudios de investigacién relacionados con su modo
de transmisién; como por ejemplo la transmisién
de reservorios en agua de consumo no potable o
por la contaminacién de los acueducitfs.
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El diagnostico por PCR d¢. pyloritiene una
sensibilidad y especificidad de 95 % y su principal
ventaja es que se puede detectar el microorganismo
sin importar la viabilidad de la bacteria en las
muestrag® La especificidad de esta técnica viene
dada por el uso de oligonucleétidos sintéticos,
especificos para determinado gen y que facilitan
la amplificacion de una secuencia nucleotidica, que
a su vez es especifica paradebylori (tabla); es
por esta razdn que en los Ultimos afios se ha disefiado
una variedad de pruebas diagnésticas para esta
bacteriapor medio de PCR basandose en:

Oligonucleodtidos provenientes del gen de la
ureasa A (reA).

Oligonucledtidos provenientes de los genes que
codifican el 16s ARN ribosomal s rRNA.2
Oligonucleétidos provenientes de los genes
codificadores de los antigenos especie-
especificos $SA cagA)

Oligonucledtidos provenientes de secuencias
al azar (amdon sequenge

Oligonucledtidos provenientes del gen de la
fosfoglucosamin mutasaglmM).
Oligonucleétidos que determinan variantes
alélicas del gewvacA?

Recientemente altos niveles de anti-CagA en
sueros de pacientes con cancer gastrico han sido
reportadog® es por eso que el gen del pylori
cagA el cual codifica a una proteina asociada con
la produccién de citotoxinas, esta siendo utilizado
como marcador de virulencia y puede ser
facilmente detectable por medio de reacciones de
PCR, por lo que ofrece asi otra ventaja a favor de
las determinaciones moleculafé&demas, con
el incremento de las cepas resistentes a los
antibioticos (claritomicina, metronidazol, te-
traciclina¥®?°la PCR se convierte en una técnica
molecular facil de ejecutar y que ofrece la ventaja
de un estudio profundo y confiable sobre
susceptibilidad bacteriana. Reporta datos mas
confiables de la presencia de variantes bacterianas
en un cultivo, especialmente cuando varias cepas
estan presentes.

La prueba de PCR ha demostrado que el
H. pylori puede estar presente en la cavidad
bucal®303t Sy determinacion en este tipo de
muestras no pudiera ser evaluada por el método
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TABLA . Secuencias nucleotidicas especificas paraylori utilizadas para su deteccion por medio de la técnica de PCR

Secuencia amplificada amafio del

localizada producto de PCR
en el gen Secuencia del oligonucledtido sintético Referencia
Gen ureasa A 411pb 5°"GCC AAT GGT AAA TTA GTT3

5°CTC CTT AAT TGT TTT TAC3 40
Gen ureasa C 294 pb 5°"AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T3’

5°AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC3’ 41
Gen proteina 26 kDa 588 pb 5°ATG TTA GTT ACA AAA CTT3

5°AAT TTA ATT TTC TTT AAG3’ 40
Gen proteina 26 kDa 298 pb 5"TGG CGT GTC TAT TGA CAG CGA GC3’

5°CCT GCT GGG CAT ACT TCA CCA TG3 42,43
Gen 16S rRNA 446 pb 5°CTG GAG AGA CTA AGC CCT CC3’

5°'AGG ATG AAG GTT TAA GGA TT3 12
Gen 16S rRNA 500pb 5"TGG CAA TCA GCG TCA GGT AAT G3’

5°"GCT AAG AGA TCA GCC TAT GTC C3’ 44
Secuencia Random 207 pb 5"TAACAA ACC GAT AAT GGC GC3’

5°CAT CTT GTT AGA GGG ATT GG3’ 2
Fragmento de ADN 0,86 Kb 417 pb 5°"CCC TCA CGC CAT CAG TCC CAA AAAZ

5"AAG AAG TCA AAA ACG CCC CAA AACT 13
vacA sla 190 pb 5'GTC AGC ATC ACA CCG CAA C3!

5'CTG CTG GAA TGC GCC AAA C3' 24
vacA silb 187 pb 5'AGC GCC ATA CCG CAA GAG3*

5'CTG CTG GAA TGC GCC AAA C3* 24
vacA s2 199 pb 5'GCT AAC ACG GGA AAT GAT CC3

5'CTG CTG GAA TGC GCC AAA C3* 24
vacA ml 290 pb 5'GGT CAA AAT GCG GTC ATG G3'

5'CCA TTG GTA CCT GTA GAA AC3' 24
vacA m2 352 pb 5'‘GGA GCC CCA GGA AAC ATT G3'

5'CAT AAC TAG CGC CTT GCA C3' 24

de la ureasa porque la cavidad bucal contiene otras
bacterias productoras de esta enzima. Su presencia
en esta cavidad puede ser como consecuencia del
reflujo gastrico, lo que ha llevado a pensar que este
microorganismo se encuentra de forma transitoria
en la cavidad oral mas que como parte de la
microflora; sin embargo, esto puede estar asociado
a una constante reinfeccion gastrica del individuo
o reincidencia de las Ulceras gastricas después de
la antibidtico-terapia. La demostracion de ser
portador deH. pylori en muestras bucales tiene
aplicaciones inmediatas, con las recomendaciones
de prevenir transmisiones en el grupo familiar via
bucal-bucal.

Existen metodologias que se basan o se
combinan con el PCR para obtener mejores
resultados y ofrecer ventajas adicionales en el
diagnaostico dél. pylori, es asi como el PCR puede
ser utilizado junto con otras técnicas permitiendo
desarrollar las virtudes de cada método. Este es el
caso de la técnica conocida como PCR-ELISA
gue ofrece la reproduccion de una secuencia
determinada de ADN combinada con la deteccion
del ELISA en formato de placa que puede ser

ejecutado en corto tiempo e incluso ser
automatizado, lo que aporta un beneficio adicional
al grado de sensibilidad y especificidad del
método®233La técnica de RAPD’s (siglas del inglés
Random Amplified PolymorfibNA) que se ha
utilizado para realizar estudios epidemiolégicos y
reconocimiento de diferentes cepag-ieylori,

en este caso se utilizan oligonuclettidos al azar para
comenzar con la sintesis de ADN de sitios
gendémicos que son fortuitamente igudfeSEsta
técnica ha sido muy (til para estudiar la diversidad
de la secuencia de ADN dentro de las especies de
microorganismos y también de las plarita3tro
ejemplo, es la técnica de RFLP-PCR en la cual el
producto del amplificado es digerido con enzimas
de restriccion, y permite tipificar e identificar cepas
resistentes a antimicrobian®s.

Una de las nuevas aplicaciones es la técnica
de PCR cuantitativa en tiempo real, para la
cuantificacion de pequefnas cantidades de una
secuencia especifica utilizando una reaccion
competitiva de PCR. Esta técnica ha sido muy util
para la cuantificacion de ARNm y ADN de
microorganismos, coamplificando 2 diferentes



templados en el mismo tubo pero teniendo en cuenta
gue losprimerstienen los mismos sitios de
reconocimiento; por lo tanto cualquier variable que
altere la reaccion de amplificacion debera afectar
a los 2 templados sin diferencia y el aumento del
producto de amplificacion se mantendra constante
incluso bajo diferentes condiciones de eficiencia
de amplificacién. La tasa de los productos de PCR
esta relacionada con la concentracion inicial del
templado. Dentro de los 2 templados, uno es un
estandar interno competitivo de concentracion
conocida y el otro es la secuencia de interés de
cantidad desconocida; asi por lo tanto la cantidad
inicial de la secuencia de interés puede ser
determinada a partir de la cantidad del estandar
interno® Dentro de estos en los uUltimos avances
de la biotecnologia se encuentran los ensayos o
andlisis denicroarraysy biochips donde se definen
como una matriz bidimensional de material genético,
gue permite la automatizacion simultanea de miles

de ensayos encaminados a conocer en profundidad

la estructura y el funcionamiento de la dotacién
genética, tanto en los distintos estados de desarrollo
como patologicos del paciente relacionados con el
H. pylori.®®

Tomando en cuenta lo antes dicho, la principal
ventaja de esta novedosa tecnologia frente a los
métodos tradicionales reside en detectar de una
manera confiable, rapida y efectiva el ADNHie
pylori en muestras bucales, fecales y gastricas;
indicando que esta técnica puede ser mas
ampliamente utilizada en el diagnéstico de la
infeccién porH. pylori y en el monitoreo de la
antibiotico-terapia de los pacientes con Ulceras.
Ademas, la existente incidencia epidemioldgica de
la asociacién entrél. pylori y cancer gastrico
ocasiona que todo tipo de esfuerzo para mejorar y
facilitar el diagnostico de esta bacteria sea valedero
y efectivo para el beneficio de la poblacion; es por
eso que las técnicas moleculares estan saliendo
del area de la investigacion y cada dia se ve mas
popularizado su uso en el diagndstico rutin&rit.
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SUMMARY

The Polymerase Chain Reaction (PCR) is a biotechnological
useful tool for the diagnosis of bacteria or viruses with high
vitro growth requirementdelicobacter pylori (H. pylori)is a
Gram-negative bacterium that colonizes the upper part of
the gastrointestinal tract and its diagnosis is very important
since it is associated with chronic gastritis, peptic ulcer, and
gastric carcinomas. Because of the difficult growth
requirements of théd. pylori, the PCR is being used for its
diagnosis in samples of gastric biopsy, gastric juices, feces,
saliva and subgingival plaque using specific pylori DNA
fragments. This paper is a literature review that outlines the
use of PCR in the diagnosis &f. pylori, the benefits and
future applications of this technique in this area.

Key words: Polymerase chain reaction, PCRelicobacter
pylori, microbiological diagnosis.
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