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SUMMARY

Background: Helicobacter pyloriinfection is presumed
to be the major causal agent of chronic active gastritis
in humans. The persistertt infection with this pathogen
would be an important factor in the pathogenesis of
peptic ulcer and also gastric cancer. Methods: We
investigated relationship between H. pylori
characteristics in 42 patients with narmal mucosa or
gastritis with minor changes and 40 patients with mild
and severe gastritis. Detection and typing of vacA and
cagA genes were performed using a polymerase chain
reaction method.

Resulis: The analysis of vacA prevalence and the type
(81 or §2) showed non-significant differences between
the two groups studied (p> 0.05). However, cagA
analysis showed highly significant differences between
the groups classified as normal tissue-weak gastritis
and mild-severe gastritis (p< 0.0001; OR=8.4; Cl= 3.1~
22.8).

Conclusions: cagA status is associated to the grade
of gastritis, finding higher frequencies of H. pyloricagh+
in the moderate-severe gastritis group. These highly
significant differences could make cagA status a genetic
marker for disease progress.

Index: Helicobacter pylori, vacA gen, cagA gen,
dyspepiic disease.
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INTRODUCCION

Helicobacter es una bacteria bacilar, gram negativa,
espiralada vy flagelada. Helicobacter pylori infecta
naturaimente a los humanos y los simios, aunque ha
sido recientemente descripta en otras especies (1-3).
H. pylorihabita principalmente en el mucus gue recubre
la mucosa gastrica, pero una pequefia proporcion de
bactetias habita directamente sobre tas células de la
mucosa. Posee un eficiente sistema de produccidn de
ureasa, el que la protege del dcido clorhidrico del
estémago, catalizando Ia hidrélisis de la urea para la
produccion de amonio, con el consecuente aumento
del pH de la zona (4).

H. pylori es una bacteria microaerofilica y requiere de
medios complejos para su crecimiento, o que torna
dificultoso su cultivo. Su crecimiento es lento v 10s
cultivos viejos estan compuestos por formas cocoides,
tas gue presentan un bajo metabolismo (4). Ademas,
fa aparicién de formas cocoides ha sido asociada a la
utilizacion sin éxito de terapia antibidtica, con la
adguisicion de un fenotipo mas virulento (5).
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Aunque la infeccion por H. pylori cursa generaimente
de forma asintomatica, casi todas las personas
infectadas por este bacilo presentan, en algin momento
de su vida, inflamacion gastrica. La infeccién.por H.
pylori es la causa principal del desarrolio de Ulcera
péptica, la que afecta aproximadamente al 15% de los
pacientes portadores (6, 7).

La infeccidn por H. pyloriinduce la gastritis superficial
cronica, la que se caracteriza por presentar infiltracion
mononuclear y polinuclear de fa mucosa, con la

consecuente injuria de las células epiteliales. En los -

Estados Unidos, el patrén de inflamacion gastrica mas
predominante es la que involucra al antro,
enconirandose mas estrechamente ligado a la ulcera
de duodeno. Sin embaigo, en los paises en desarrollo
el tipo de inflamacion predominante es la pangastitis,
la que ha sido asociada tanio a ta ulcera como al
carcinoma gastrico (4).

Muchas de las personas infectadas por H. pylorr no
desarrollan secuelas clinicas. Esta ausencia de
secuelas puede deberse tanto a factores bacterianos
como a factores del hospedador, ambieniales y
geograficos (7-9). En este sentido, los faciores
bacterianos parecen jugar un rol preponderante (5, 8,
10, 11). Entre los factores de virulencia bacteriana, las
investigaciones se han focalizado en dos genes
bacterianos que aparecen ligados a fa inflamacion.
Estos factores corresponden a la citotoxina VacAy la
proteina de afto peso molecular CagA (8, 12, 13, 14).
La funcién de la proteina CagA adn no ha sido
claramente establecida, pero los pacientes infectados,
y que presentan Ulceras o carcinomas gastricos,
poseen de manera predominante cepas bacterianas
CagA-positivas, mieniras que los pacientes con
ausencia de sintomatologia presentan predominan-
temente cepas CagA-negativas (13-15). Por ofra parie,
las variantes del gen vacA han sido también asociadas
al desarrollo de Ulcera y carcinoma gastrico (14, 16).

En Ios Ultimes afios, numerosos trabajos han utilizado
las técnicas basadas en el analisis de ADN como
herramientas para la identificacién y genotipificacion
de esta bacteria en pacientes sintomaticos y
asintomaticos (17-22}. Las técnicas clasicas de
diagnéstico, basadas en la microscopia o incluso el
cultivo, presentan una baja sensibilidad, siendo
imposible por estos métodos la tipificacion correcta
de los genes de virulencia.

En el presente trabajo se analizaron 82 biopsias
gastricas de antro y cuerpo, de pacientes con
dispepsia, con el fin de evaluar fa aplicabilidad de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de H. pylori. Ademas, se estudi¢ ia
prevalencia de tas cepas virulentas mediante la
tipificacién por PCR dei gen cagA.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras y exiraccion de ADN

Se utilizaron 82 biopsias incluidas en parafina
(muestras en duplicado, correspondiendo a aniro y
cuerpo), provenientes de pacientes de ambos sexos,
cuyas edades variaron entre los 18 y los 72 aftos
(Media: 49 afos), los que fueron sometidos a
procedimientos endoscopicos por presentar sintomas
de dispepsia. La identificacion de H. pyloritue realizada
por microscopia, previa tincién con Giemsa, y por
técnicas de amplificacion de ADN por PCR.

Para el andlisis de ADN se utilizaron secciones de 10
mm de espesor. Los cortes histologicos fueron favados
tres veces con xilol a 56°C para retirar la parafina. Luego
del tercer lavade con xilol, se realizé un lavado con
etanot 100% y otro con etanol 70%. Los restos de etanol
70% fueron evaporados a 56°C por 10 min. Ei tejido
obtenido fue resuspendido en buffer de digestion (50
mM de Tris-HCH pH 8.5; 1 mM de EDTA; 1% de Triton
X-100y 0.5% de Tween 20) con 200 ug/ml de Preteinasa
K (Promega, Madison, Wisconsin, USA) e incubados
a 56°C por 2 hs. Para la inactivacion de la proteinasa,
las muestras fueron incubadas a 100°C por 12 minutos.
Todas las muestras fueron conservadas a -20°C hasta
su utilizacion. :
Deteceidn de H. pylori por PCH

La calidad del ADN aislado de todas las muestras
estudiadas fue evaluada por PCR, utilizando ef locus
de la timidina quinasa humana como locus control,
segln protocolos previamente descriptos (23). La
presencia de H. pylori y a genotipificacion del gen
bacteriano cagA fue reaiizado por PCR, utilizando los
cebadores para los loci vacA y cagA respectivamente
(17). Las reacciones de amplificacion fueron realizadas
en un volumen final de 50 mi, compuesto por 10 mM
Tris-HC! (pH 8.0), Triton X-100, 2.5 mM MgCl,,, 200 mM
de cada dNTP, 25 pmol de cada juego de los cebadores
correspondientesa los genes vacA o cagA, 1 U de Tag
palimerasa (GIBCO-BRL, USA) y 10 ml del lisado de
tejicio como ADN molde. Las reacciones para el estudio
de los genes vacA y cagA fueron realizadas pot
separadc y en dupiicado.

Las mezclas de reaccion fueron cicladas con 2 min de
desnaturalizacion a 95°C, seguida de 40 ciclos de 30
$a92°C, 455 a 50°C y 45 s at 72°C, con una extension
final de 5 min a 72°C. En cada amplificacién se
utilizaron controles negativos (ADN humano obtenido
de la linea celular K562) y controles positivos obtenidos
de biopsias analizadas microscopicamente y
diagnosticadas como H. pyloripositivas mediante IFD
con anticuerpos especificos anti-H. pylorimarcados con
fluoresceina.

Para el analisis de los productos de amplificacion, 5
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ml de cada reaccion fueron sembrados en geles de
poliacrilamida 6% y sometidos a electroforesis junto
con un marcador de peso molecular (pGemn, Promega,
Madison, USA). Los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados por transiluminacion con fuz
UV de 320 nm (Figura 1).

Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados mediante la prueba Chi
cuadrado con correccidn de Yates. La estimacion det
riesgo retativo (OR) fue realizada utilizando el paguete
estadistico SSPS (Version 10.0.1) considerando un
intervalo de confianza (IC) det 95%

RESULTADOS

El andlisis microscopico de las muestras reveld una
mucosa normal en el 23,17% (19/82) de las biopsias
analizadas, una gastritis leve en el 28,05% (23/82) de
las muestras, una gastritis moderada en el 6,1% (5/
82) de las biopsias gdstricas y un 42,68% (35/82) de
muestras con signos de gastritis severa. De acuerdo a
los resuliados obtenidos por la micrescopia, las
muestras fueron clasificadas en dos grupos: uno
involucrando las muestras con mucosa normal y
gastritis teves (grupo A) y &l segundo incluyendo las
gastritis moderadas y severas (grupo B)..Para realizar
ia clasificacién, no se considerd la presencia de atrofia
glandular.

El analisis microscopico reveld que un 19,04% (8/42)
de las muestras del grupo A fueron positivas para |a
presencia de H. pyfori, mientras que en el grupo B este
valor alcanzo el 82,93% (34/40) (Tabia 1).

El analisis de ADN mostrd gue todas las muestras
fueron normalmente amplificadas con los cebadores
del locus contral, indicande que el ADN era apto para
su amplificacién y confirmande fa ausencia de

inhibidores de la reaccion de PCR. La amplificacion
con ios cebadores vacAF y vacAR dio como resultado
la obtencién de un amplicon de 176pb o 203pb, seguin
se tratara de las varianies S1 o S2 de este locus,
indicando la presencia del genoma de H. pylori. El
analisis de la prevalencia del genoma de H. pylorien la
poblacion estudiada mostré que en ei 91% (75/82) de
las muestras la amplificacion fue positiva, indicando
infeccién bacteriana. Dentro de las muestras positivas,
el 65% (49/75) presenio la variante S1y el 35% (26/
75) ta variante S2 (Tabla 1). Dentro del grupo B, el 100%
(40/40) de tas muestras resultaron positivas para la
presencia de H. pylori, mientras que en el grupo A, ta
prevalencia de la infeccion alcanzo el 76,19% (32/42).
l.a presencia del factor de virulencia cagA fue analizada
utilizando los cebadores cagAF y cagAR. En este
sentido, el 53% (40/75) de las muestras analizadas
resultd cagA (+). En el grupo A, el 24,39% (10/42) fue
cagA (+), mientras que en el grupo B, la prevalencia
del factor de virulencia alcanzd el 82,50% (33/40) (Tabla
1).

La comparacion de 1a prevalencia en la deteccion de
H. pylori entre las técnicas microscopicas y de
amplificacion de ADN mostré diferencias altamente
significativas (p < 0,001). La prevalencia de la infeccion
analizada por PCR y medida a través de la presencia
del gen vacA, no mostrd diferencias significativas enire
los dos grupos analizados (p> 0,05), indicando altos
niveles de infeccidn en la poblacién de muestras
estudiadas. o - ‘
La comparacion de la prevalencia del factor de virulencia
cagA entre los grupos de muestras estudiados mostro
diferencias allamente significativas entre los grupos
{p<0,0001; OR=8.,4; IC 95%= 3,1-22,8), alcanzando
un valor superior al 80% en el grupo de biopsias con
gastritis moderada/severa.

Figura 1: Corrida electroforética en minige! de poliacrilamida al 6 %. Calles 1 a 4: muestras posifivas para H.pylori tipo vacA-
S1: calles 5 a 7: muestras positivas para H.pylori vacA-52; calles 8 a 11 muestras infectadas cort H.pylori positivas para ef
factor de virulencia cagA. Calle WM: marcador de peso molecular PGEM (Promega, Madson, WY, USA)
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Tabla 1: Resultados obtenidos de la deteccion y genotipificacion de H.pytori en los grupos de pacientes

estudiados.

o Mucosa nprmal  Gastritis moderadas v

H. pyloti Y gastritis leves severas Estadistico
n (%) m (%}

“vach (4} a4 731 O @y Tpyans
vach |-} 6 {719 2 3

TaRETT T TEEFEETTT 2 537) Tpm005
va&CcA-52 ] (289§ 14 35.6}
cagA (+) TERRF 0 I p<Gaool
cagA (-} 1 74} 40 (25) OR=84

1ICe5% =3,1~2248
“Casos 42 E ) -
DISCUSION Ademas, la presencia de H. pylori en la mucosa

Helicobacter pylori es un patégeno humano de gran
importancia y fa colonizacion bacteriana persistente
de la mucosa gastrica puede causar enfermedades
gastrointestinales severas (17). Esta bacteria no es
un organismo uniforme, presentando poblaciones
constituidas por individuos fenotipicamente diversos,
pero a la vez gengéticamente relacionados (8).
Muchos marcadores genéticos de H. pylori (como los
genes vacA y cagA) han sido identificados y asociados
a factores de virulencia, hecho que les conferirian
implicaciones-clinicas y epidemioldgicas de relevancia
(8, 13, 14, 15).

El presente estudio constituye el primer analisis
retrospectivo, basado en técnicas de amplificacion de
ADN, realizado sobre biopsias gastricas de pacientes
dispépticos de la Reptiblica Argentina. En este trabajo,
se analizaron las prevalencias del gen cagA y de las
variantes del gen vacA. Ademas, se evalud la
aplicabilidad de la técnica PCR para la deteccion y
genotipificacion de H. pylori en muestras gastricas
incluidas en parafina.

De acuerdo a lo reportado por otros autores (6, 19), ios
resultados obtenidos en el presente trabajo confirman
que la técnica de PCR puede ser utilizada con éxito
para la deteccion y genotipificacion de H. pylori en
estudios retrospectivos de material proveniente de
muestras gastricas incluidas en parafina.

Los resuitados obienidos respecto de la prevalencia
de la infeccion por H. pylori mosiraron gue es mucho
mayor gue la detectada por las técnicas convencionales
de microscopia. En este sentido, el 91% de las
muestras analizadas resultaron positivas para la
deteccion del gen vacA, indicando infeccidn bacteriana.

géstrica no presentd asociacion con la histologia del
tejido afectado (p>0,05). Estos resultados indicarian
que la presencia de H. pylori en la mucosa gastrica
es un evento frecuente, y que no todas las cepas de
esta bacteria producirian cambios a nivel histologico.
Los mismos resultados han sido reportados por otros
autores cuando se realizaron estudios caso-controt (13).
Por otra parte, los resultados obtenides también mos-
traron una asociacion entre la presencia de cepas
bacterianas portadoras del gen cagA y la aparicion de
cambios histolégicos, encontrando una asociacion
significativa a la presencia de gastritis moderada y
severa (p< 0,0001). Estimandose, que aguellos
pacientes con infeccion por H. pylori con el factor de
virlencia {cagA positivas) presentaron un riesgo relativo
incrementado en ocho veces para el desarrollo de
gastritis severas en relacion a aquellos infectados por
H. pylori sin el factor de virulencia (cagA negativas)
(OR= 8,4; IC 95%= 3,1-22,8). Esta asociacion, ya ha
sido reportada por ofros autores para poblaciones de
Africa, Europa, América y Asia (13-186), alcanzando una
ascciacion casi absoluta en paises como Corea 0 Japon,
donde la prevalencia de H. pylori es muy elevada, con
mas del 90% de las cepas cagh-positivas y una
prevalencia de céncer gastrico muy elevada (24-26).
Muchos estudios mantienen la idea de que el carcinoma
gdstrico es una enfermedad multifactorial, haciendo
necesario considerar que los factores de virulencia
bacterianos pueden infiuir en el desarrollo y progresion
de esta enfermedad, pudiendo estar asociados a la
presencia de determinadas secuencias de ADN, como
por ejemplo el gen cagA (27).

En conclusién, el analisis de infeccion bacteriana por
técnicas histoldgicas o moleculares no brindaria por si
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misma informacion sobre la probabifidad de progresion
de la enfermedad hacia estadios mas comprometidos
de la mucosa gastrica. En cambio, la identificacion y
genotipificacion de las cepas de H. pylori, a través del
estudio de los genes vacA y cagA, indicaria la presencia
de cepas bacterianas virulentas, con alta probabilidad
de desarrollo de inftamacion de {a mucosa gastrica,
con la consecuente progresion de la enfermedad.

La histologia ha sido, hasta el momento, el metodo
mas confiable en el diagndstico de infeccién por H.
pylori, aportando a su vez, datos precisos sobre el

estado de la mucosa infectada. No obstante, los-

resultados obtenidos en el presente estudio permiten
aumentar la capacidad de deteccion de la infeccion, a
la vez que otorga una mayor posibilidad de detectarla
presencia de cepas virulentas, ascciadas con una
evolucion no deseable de la infeccion. Debe
considerarse, sin embargo, gue la metodologia de

D

la chance de haberse efectuado un muestreo
inadecuado de la mucosa gastrica, que en realidad -
no refleje el estado general del resto de la misma. El
segundo problema radica en gue la imagen histologica
debe ser considerada como una fotografia estatica
de un momenio de la evolucion de una enfermedad,
es decir, no es posible determinar con una sola biopsia
si la lesion observada es una etapa inicial de ia
evolucién de un proceso mas importante, o si se esta
en presencia de un estadio final evolutivo, que no
variard en el tiempo, o refrogradard hacia la
normalidad.

Como ha sido sugerido por otros autores (5, 8, 17, 22),
la deteccion de genes bacterianos asociados a factores
de virulencia debertian ser incluides en los estudios
clinicos, epidemiolégicos y terapéuticos, con el fin de
identificar v estratificar a los. pacientes portadores de
cepas virulentas, con el objetivo Gltimo-de implementar

diagnéstico basada en la histologia presenta dos

planes terapéuticos econdmicos y adecuados.
probtemas dificiles de subsanar: uno corresponde a : :

Introduccion: La infeccion por Helicobacter pylori actuabmente es considerada el principal agente
causal de la gastritis cronica activa en humanos. Las infecciones-persistentes con este patégeno
podria ser un factor importante en la patogenesis de fas ulceras pépticas y en el cancer gastrico.
Métodos: Se esiudio la relacion entre las caracteristicas genéticas de H. pylorien 42 pacientes con
mucosa normal o gastritis leve y 40 pacientes con gastritis moderada y severa. La deteccion y
tipificacion de los genes vacA y cagA se realizo por la reaccion en cadena de la polimerasa.
Resultados: No se detectaron diferencias significativas en la prevalencia de los genotipos vacA (St
y §2) entre los grupos de pacientes estudiados {p> 0,05). Sin embargo, cuando se analiz6 el gen
cagA, se encontré un incremento significativas entre los pacientes con gastritis moderada o severa
y aquellos con mucosa normal (p<0,0001; OR= 8,4; IC 95%= 3,1-22,8). .

Conclusiones: Se confirmd la asociacion entre en gen cagA y el grado de gastritis, encontrando una
elevada prevalencia de H. pylori cagA+ en las gastritis moderadas o severas. Debido al incremento
en el riesgo relativo de los pacientes vacA (+)-cagA (+) para desarroliar gastritis severas, se sugeririan
al estado del gen cagA como un marcador genético de progresion de la lesion.
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