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RESUMEN

INTRODUCCION: Helicobacter pylori es un microorganismo colonizador de la mucosa gastrica, reconocido como agente etiol 6gico
de enfermedades gastricas severas. No se conoce con exactitud la prevalencia en Colombia. OsseTivo: este estudio busca brindar
informacién acerca de la frecuencia de la infeccion, en pacientes residentes en el Tolima, ademaés de tipificar las cepas
mediante la amplificacion del gen asociado a citotoxina cagA. Meropos: biopsias géstricas procedentes de 60 pacientes con
diagnéstico de dispepsia fueron procesadas inicialmente mediante un andlisis histopatol6gico, usando la coloracion de Giemsa.
La deteccion del microorganismo mediante reaccién en cadena de la polimerasa se llevé a cabo usando como blanco una region
del gen ADNr 16S especie-especifico. La region 5 del gen cagA, fue el blanco de amplificacion para la tipificacion del
microorganismo. El andlisis estadistico incluy6 el célculo de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo. La concordancia entre las pruebas diagndsticas fue determinada con €l célculo del indice Kappa de Cohen.
ResuLtapos: De los 60 pacientes incluidos, 62 % result6 positivo para la deteccién molecular del microorganismo, coherente
con los datos reportados para la poblacién; y de estas cepas, 43 % se genotipificd como cagA+. Factores como la sensibilidad
(71 %), especificidad (58 %) y la concordancia de las pruebas a través del indice Kappa de Cohen (0,271), permitieron la
comparacién de estos resultados con los obtenidos para la histologia, prueba de oro para el diagnéstico. ConcLusiones: |0s
resultados presentados permiten ilustrar una posible correlacién entre la presencia del gen cagA y el desarrollo de gastritis
atréfica en la poblacion estudiada

Palabras clave: Helicobacter pylori, factores de virulencia, cagA, ADNr 16S, deteccion, tipificacion, reaccién en cadena de
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un microorganismo
microaeréfilo que coloniza e infecta la mucosa
géstrica humana. La infeccién esta distribuida
mundialmente y su prevalenciavaria segiin lare-
gion geogréfica y de acuerdo con el nivel
socioecondémico de la poblacion.t En Colombia
aungue no se han establ ecido datos certeros sobre
lainfeccion con este patégeno, se ha descrito que
causa mas de 90 % de las Ulceras duodenales y
mas de 80 % de las géstricas dentro de la pobla-
cion trabajadora.?

Sehapostulado queagunosgenesdeH. pylori,
expresados diferencialmente entre cepas, pueden
ser usados como marcadores de virulenciay su
presencia se ha asociado con un aumento en €l
riesgo de desarrollar enfermedades gastro-
duodenal es severas como gastritis cronica, Ulcera
péptica, cancer gastricoy linfomatipo MALT.2Uno
de estos es €l gen asociado a citotoxina cagA,
marcador de la isla de patogenicidad cag, cuya
presencia se ha visto asociada a un aumento en el
riesgo de desarrollar Ulcera péptica, gastritis
atréficay carcinoma, por causa de que la proteina
interrumpe algunas de las vias de transduccion de
sefiales presentes en las células epiteliales e indu-
ce lasecrecién de citoquinas proinflamatorias que
van afacilitar lacolonizaciony transmisién persis-
tente del microorganismo.*

Teniendo en cuentaquelainfecciénpor H. pylori
es muy frecuente en la poblacion colombiana 'y
gue la presencia de ciertos genotipos podria estar
asociada con la generacion y desarrollo de enfer-
medades gastroduodenales, el diagndstico y
genotipificacion del microorganismo seestablecie-
ron como la base para larealizacion de este estu-
dio. Deigua formase busco determinar s existen
posibles asociaciones entre la presenciadel gen de
virulencia cagA y una de las enfermedades descri-
taso més, en la poblacion colombiana analizada.

METODOS

Pacientes: lapoblacién de estudio estuvo cons-
tituidapor 60 pacientesaquienes seleshabiaindi-
cado larealizacion de unaendoscopia como parte
del estudio deun cuadro de dispepsia. Cumpliendo

con los requerimientos éticos, la inclusion de
pacientes en €l estudio se dio tras la consecucion
del consentimiento informado escrito. Fueron to-
madas 2 muestras de biopsia gastrica, una de la
regién antral y otrade unaporcion del estbmago a
criterio del médico.

Andlisis histol6gico: este incluy6 coloracion
de Giemsa para la visualizacion de bacilos tipo
H. pylori en el moco foveolar y el diagndstico
patol6gico de las lesiones de la mucosa géastrica,
siguiendo los parametrosdelaclasificacion Sydney
modificada’®

Extraccion de ADN: se realizo la extraccion
de ADN a partir de un fragmento de tejido del
antro géstrico, usando el kit Aqua Pure Genomic
DNA® de Bio-Rad, de acuerdo con lasindicacio-
nes del fabricante.

Analisis molecular mediante la reaccioén
en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase
chain reaction)

Deteccién del microorganismo: la deteccion
de H. pylori se realiz6 mediante la amplificacion
deunfragmento del gen ADNr 16S, utilizando los
iniciadoresACT-1y ACT-2 (tabla 1) y siguiendo
€l protocol o descrito previamente.® Cadareaccion
sereaizd enunvolumen final de 25 L, que conte-
nia50 mM de KCI; 20 mM de Tris HCI pH 8,4;
2,5 mM de MgCIZ; 0,2 mM de cada dNTP;
1 pmol/pL de cada iniciador; 1,25 U de Taq
polimerasa (Invitrogen ™) y 135 ng de ADN. El
programa de la PCR consistié en un paso de
desnaturalizacion a 94 °C por 4 min, seguido
por 38 ciclosde 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 miny
72 °C por 1 min; finalmente una elongacion a
72 °C por 10 min. Paralas muestras que resultaron
negativas para la deteccion del microorganismo,
sereaizo un control delareaccion, amplificando
el gen dela-globinahumana.’

Genotipificacion de H. pylori: laregién 5 del
gen cagA, fue & blanco de amplificacion para la
tipificacién del microorganismo. La reaccion se
efectud en un volumen final de 25 uL que contenia
50mM deKCl; 20 mM de TrisHCI pH 8,4; 2,0mM
de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP; 1 pmol/uL de
cadainiciador (cagAR-cagAF) (tabla 1); 0,625 U
de Taq Polimerasa (Invitrogen ™) y 72 ng deADN



107

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion y caracterizacion de H. pylori, tamafio de amplicon y
concentracion de agarosa utilizada para la resolucion de los productos

Tamafio (pb) % agarosa

Gen Primer Secuencia (5" — 3') producto (plv) Referencia

ADNr 16S ACT-1 CTT GCT AGA GTG CTG ATT A 537 1,5 6
ACT-2 TCC CACACT CTA GAATAGT

o-globina PCO3  CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 110 2,0 7
PCO4 ACA CAA ACT GTG TTC ACT AGC

cagA cagAF TTGACCAACAAC CACAAA CCGAAG 183 2,0 8
cagAR CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTC C

Tabla 2. Resultados reportados tras el andlisis histolégico y molecular de las 60 muestras de tejido gastrico
humano obtenidos de pacientes residentes en el Tolima

Bacilo tipo Deteccion
Poblacién H. pylori molecular
Enfermedades n (%) n (%) n (%) cagA +n

Gastritis no atréfica 45 (75) 34 (75,55 ) 26 (57,78) 13
Gastritis atréfica multifocal 4 (6,67) 3 (75) 3 (75) 3
Metaplasia intestinal
y displasia 4 (6,67) 4 (100) 2 (50) 1
Carcinoma 1(1,67) 0 (0) 1 (100) 1
No enfermedad 2 (3,33) 0 (0) 2 (100) 0
No determinado 4 (6,67) 0 (0) 3 (75) 0
Total 60 (100) 41 (68,33) 37 (61,67) 16 (43,24)*

* De las muestras positivas para la presencia del gen cagA, 2 fueron reportadas como negativas para la presencia

del gen ADNr 16S.

extraido. El programa de la PCR utilizado fue
desnaturalizacioninicia a94°C por 4 min, 40ciclos
de 94 °C por 30 s,50°C por 45sy 72°C por 45 s,
seguido de unaelongacion a72 °C por 5min.®

Misualizacion y analisis de los productos de
amplificacion: los productos de amplificacion
fueron separados mediante electroforesisen geles
de agarosa 1,5y 2 % (para el gen ADNr 16S; y
cagA y B-globina humana, respectivamente), a
100 voltiosdurante 60 min. Ladetecciony visuali-
zacién de los fragmentos de ADN se realizo con
bromuro deetidio (0,4 %) bajoluz UV, enunsis-
tema de documentacién de geles ChemiDoc
System XRS® de Bio-Rad.

Andlisis estadisticos: € andisisincluyé el ca-
culodelasensibilidad, especificidad, vaor predictivo
positivoy valor predictivo negativo. Laconcordan-
ciaentre las pruebas diagndsticas fue determinada
mediante el cdculo del indice Kappade Cohen. Los
resultados fueron procesados con € paquete esta-
distico SPSS 14.0™ para Windows. Se redliz6 un
andlisisderegresién multinomial paraevidenciar la
posible correlacion entre la presenciadel gen cagA

y € desarrollo de enfermedad géstrica. Se conside-
raron significativos vaores de p menores que 0,05.

RESULTADOS

La poblacion de estudio estuvo conformada
por 60 pacientes que a criterio del médico fueron
sometidos a una endoscopia de vias digestivas
altas, al presentar un cuadro de dispepsia. Estos
fueron categorizados en 4 grupos de acuerdo con
los resultados del examen histopatol 6gico apli-
cado:® Gagtritisno atréfica (75 %), gastritis atréfica
multifocal (7 %), metaplasiaintestinal y displasia
(7 %) y carcinoma (2 %) (tablas 2y 3).

Tabla 3. Concordancia de los resultados obtenidos a partir de la

deteccion histolégica (prueba de oro) y la amplificacién por
reaccion en cadena de la polimerasa

Histologia
PCR Positiva Negativa Total
Positiva 29 8 37
Negativa 12 11 23
Total 41 19 60
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De las muestras analizadas, 37 (62 %) resul-
taron positivas para la amplificacion del gen
especi e-especifico ADNr 16S (tabla 2). Se calcu-
[6lasensibilidad (71 %), especificidad (58 %), var
lor predictivo positivo (78 %) y valor predictivo
negativo (48 %) delaPCR, con € fin de comparar
esta técnica de deteccion contra la prueba de oro
(andlisishistol6gico). Deigual forma, secalculd e
indice Kappa de Cohen y se obtuvo un resultado
de 0,271y un error estandar (EE) de 0,127.

En cuanto alatipificacion, 16 delas 37 mues-
tras analizadas (43 %), fueron positivas para el
gen cagA (fig. 1y tabla2). Sin embargo, al anali-
zar las muestras negativas para la amplificacion
del gen ADNr 16S (12 pacientes) se encontrd que
2 de estas resultaron positivas para cagA (pacien-
tes 6 y 43), las cuales reportan presencia de baci-
lostipo H. pylori mediante el andlisis histol égico.

Fig. 1. Amplificacién del gen cagA de H. pylori. Los pozos
corresponden a 1: blanco de reaccién, 2: control positivo,
3: paciente 2, 4: paciente 3, 5: paciente 4, 6: paciente 5,
7: paciente 52, 8: marcador de peso molecular 100 pb
(Fermentas).

Teniendo en cuenta el cuadro clinico de los
pacientesy el genotipo del microorganismo sobre
labase del gen asociado acitotoxinacagA, sepro-
cedié arealizar unaregresion multinomial, con el
fin de determinar una posible asociacién entre la
presencia de cepas de H. pylori cagA+ y aguna
de las enfermedades incluidas. Se obtuvo que la
presencia del gen cagA podria estar asociada con
el desarrollo de gastritis atréfica multifocal (esta-
distico de Wald= 2,77, g.l.= 1, p= 0,096, n= 53
pacientes), relacion que esta soportada grafica-
mente (fig. 2).
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Fig. 2. Efecto de la presencia del gen cagA en la frecuencia de
presentacion de las enfermedades incluidas en el estudio y
comparacion con cepas cagA- y H. pylori -. Los nimeros en €l
ge X corresponden a 1: gastritis no atréfica, 2: gastritis atréfica
multifocal, 3: metaplasia intestinal y displasia, 4: carcinoma.

DISCUSION

Por causa de que se ha reportado una preva-
lencia de H. pylori de 69 % en la poblacién
colombiana,® tomaimportancialaidentificacién de
marcadores de virulencia de |a bacteria, que per-
mitan la identificacién de pacientes con una pro-
babilidad de desarrollar enfermedades gastricas
severas. Este estudio se centrd en la deteccién y
genotipificacion de H. pylori, apartir delaextrac-
cion de ADN de tejido gastrico obtenido de pa-
cientes que fueron remitidos a la unidad de
endoscopiadebido al cuadro clinico que presenta-
ban, teniendo como blanco de amplificacion los
genes ADNr 16Sy cagA.

La amplificacién del gen especie-especifico
ADNr 16S revel 6, que 62 % de los pacientes pre-
sentan €l microorganismo, resultado que es con-
gruente con lo reportado para Ibagué (60 %),
ciudad que estaincluidadentro delapoblacion en
estudio.’

Al comparar la deteccion molecular con la
histoldgica (tablas 2 y 3) se observan discrepan-
cias en cuanto a que, en 12 de los pacientes se
evidenciad bacilotipoH. pylori enlazonagastrica
analizadausando latincion histoquimica, mientras
gue laamplificacion arrojé un resultado negativo.



Este hecho podria explicarse teniendo en cuenta
que las muestras extraidas para los andlisis
histol 6gico y molecular no necesariamente prove-
nian delamismaregion del estbmago, porque para
el primero, la region era escogida a criterio del
meédicoy de acuerdo con lalocalizacion delaafec-
cion, y paraladeteccion molecular, del antro, que
eslazona colonizada de formapreferencial por el
microorganismo, debido a la ausencia de células
secretoras de &cido.®

El andlisis histoldgico incluyo tincion
histoquimica con colorante Giemsa, el cual indi-
ca la presencia de bacilos, sin ser esta tincion
realmente especifica para H. pylori. Se ha re-
portado la presencia de 2 especies de
Helicobacter en la cavidad géastrica humana:
H. pylori y H. heilmannii, las cuales presentan
caracteristicas similares bajo tincién de Gram
(espirilosgramnegativos), lo cual complicasu dis-
tincion en el andlisis microscopico. Al igual que
H. pylori, H. heilmannii se ha asociado con la
generacion de gastritis en humanos; sin embar-
go, su frecuencia de infeccion es mucho menor
que la de H. pylori.t-*?

Diversosautores consideran lahistologiacomo
prueba de oro paraladeteccion de H. pylori en la
mucosa gastrica,'* 1 porque presenta valores de
sensibilidad y especificidad altos en comparacion
aotrastécnicas de diagnostico (88-95 %y 90-95 %,
respectivamente).’®> La PCR como técnica alter-
nativa para la deteccion del microorganismo fue
evaluada, mediantelamedicion delasensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN).

Al comparar los resultados de sensibilidad y
especificidad de ambas técnicas (71 y 58 % para
PCR; 88y 90 % parahistol ogia, respectivamente)
se observa, que lacapacidad dela PCR paraiden-
tificar alosindividuos que no presentan el micro-
organismo, es baja. Esto se compruebaal calcular
el VPN, € cua a ser bgjo (48 %) indica que la
probabilidad de que un resultado negativo por PCR
indique laausenciadel patégeno no es confiable.

Por otro lado, se analizo la concordancia de
las técnicas diagndsticas a través del cadlculo del
indice Kappade Cohen, & cual arroj6 un valor de
0,271 con un error estandar de 0,127, que indica
unaconcordanciaaceptabley significativa,'®y que
por consiguiente valida la PCR para la deteccion
del microorganismo.
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Diversos estudios han reportado que aproxi-
madamente cerca de 60 a 70 % de los aislados de
H. pylori provenientes de paises de oeste son
cagA+,'" datos que son congruentes con lo re-
portado para aislados colombianos.® La caracte-
rizacion de H. pylori sobre la base del gen cagA
realizada en este estudio (43 %) mostré una fre-
cuencia més baja a la reportada para Colombia
(60-70 %).

Unavez genotipificadas las muestras, se pro-
cedio adeterminar si la presencia del gen blanco
podiaestar relacionadacon el desarrollo dealguna
delas enfermedadesincluidas en el estudio® (gas-
tritis no atrofica, gastritis atrofica multifocal,
metaplasia intestinal y displasia, o carcinoma),
porque se ha descrito que en las poblaciones de
paises de oeste, personas que portan cepas cagA+
presentan mayor riesgo de desarrollar gastritis
atréfica, adenocarcinomagastricoy Ulcerapéptica
(especiamente duodenal).*

Al realizar un andlisisderegresion multinomial
para comprobar el efecto delapresenciadel factor
devirulenciacagA sobrelapresentacion de diver-
sas enfermedades, se evidencid que € Unico efecto
que alcanza un nivel de significanciamarginal es
el de la presencia del gen sobre la frecuencia de
presentacion de gastritis atréfica

Aungue la cantidad de datos incluidos no fue
suficiente paraque el efecto no fueramarginal, en
lafigura 2 se muestra claramente el patron entre
larelacion delapresenciadel geny lafrecuencia
de presentacion; esto evidencia que el comporta-
miento para gastritis no atréfica y metaplasia
intestinal y displasia (enfermedades 1y 3) es si-
milar y su presentacion independiente de la pre-
sencia del gen. En contraposicion, al observar la
segunda enfermedad (correspondiente a gastritis
atrofica multifocal) se evidencia claramente que
el hecho de portar cepas cagA+ aumenta la fre-
cuencia de presentacion de la afeccion (fig. 2).

Para €l caso de cancer géstrico, que es otra
de las enfermedades asociadas con la presencia
del gen, no se puede inferir nada debido al bajo
numero de pacientes que presentaban laafeccion.
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Detection and genotyping of Helicobacter pylori based
on DNAr 16Sgenesand citotoxin-associated gen cagA
and possibleassociation with gastr ointestinal diseases

ABSTRACT

BackerounDp: Helicobacter pylori is a microorganism that
colonizes the gastric mucosa and is recognized as the etiologic
agent of severe gastric diseases. Its prevalence in Colombia is
not well known. OgsecTive: this study tried to bring information
about the frequency of infection in patients living in Tolima
province, and also to type the strains through amplification
of the cytotoxin-associated gene cagA. MeTHobps: Gastric
biopsies from 60 patients diagnosed with dyspepsia were
processed using histological and pathological analysis, using
Giemsa staining. Helicobacter pylori was detected by PCR using
species-specific 16S DNAr gene. For typing, the 5 region of
cagA gene was chosen as amplification target. The statistical
analysis included sensitivity, specificity, positive and negative
predictive values. The agreement among diagnosis tests was
estimated by Cohen’s Kappa Index. ResuLts: Out of the 60
patients included in the study, 62 % was positive to the molecular
detection of the microorganism, these results were similar to
previous reports for that population. Of these strains, 43 %
were genotyped as cagA+. Factors such as sensitivity (71 %),
specificity (58 %) and test agreement using Cohen’s Kappa
Index (0.271) allowed the comparison of these results and
those of the histological test, known as the gold standard for
the diagnosis. ConcLusions: The results showed a possible
correlation between the presence of the cagA gene and the
development of atrophic gastritis in the studied population.

Key words: Helicobacter pylori, virulence factors, cagA, DNAr
16S, detection, typing, Polymerase Chain Reaction,
gastrointestinal diseases.
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