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Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, de gran variabilidad
genética y de alta prevalencia en Venezuela y el mundo, que coloniza la capa de
moco de las células del epitelio estomacal, desencadenando una respuesta
inflamatoria local de intensidad y extension variables asociada con el desarrollo de
diversas enfermedades gastricas severas como lo son gastritis cronica, Ulcera
péptica y cancer gastrico.

La isla de patogenicidad cag, las variantes alélicas del gen vacA (sl/s2 y
m1/m2) y el gen babA son factores de virulencia asociados al desarrollo de estas
patologias. Sus productos de expresion son transportados hasta al interior de las
células epiteliales causando alteraciones importantes en su estructura y funcion.

El objetivo de este trabajo fue identificar genes de Helicobacter pylori
asociados a virulencia y ademas evaluar algunos parametros inmunoldgicos en
pacientes con lesiones precancerosas del Hospital Universitario de Caracas.

A partir de las biopsias gastricas y del cultivo de H. pylori se realizo la
extraccion de ADN y posteriormente con una PCR multiplex, se amplificaron los
genes de virulencia vacAm1l/m2 (567/642 pb), vacAsl/s2 (259/286 pb). Con una
PCR sencilla se amplificaron los genes ureC (294 pb), cagA3” (642 pb) y babA
(832 pb). Ademas se determinaron anticuerpos especificos IgG anti H. pylori en
suero y anticuerpos secretores IgA en saliva, mediante inmunoensayo de ELISA,
en pacientes que asistieron a consulta de gastroenterologia del Hospital
Universitario de Caracas.

De la poblacién estudiada, un 72% fue positiva para H. pylori. La
combinacién alélica del gen vacA mas frecuente fue, vacA ml/sl con un 25%. Los
resultados obtenidos sugieren una baja frecuencia del gen babA. El 9% de la
poblacion fue cagA positivo, no encontrandose diferencias significativas con las
lesiones precancerosas halladas. El porcentaje de coinfeccion en esta
investigacion oscilé entre el 4% y el 9% en cepas vacAml1l/m2 y vacAsl/s2,
respectivamente.

La presencia de H. pylori fue detectada en 30% (13/43) de las lesiones
negativas para malignidad, 40% (17/43) de las lesiones indefinidas para displasia,
mientras que en ningun caso de displasia de bajo grado se observo la presencia
de la bacteria.

En cuanto a la respuesta inmune observada se obtuvo un 70% (40/57) de
positividad al determinar anticuerpos IgA secretores en muestras de saliva,
ademéas fue estandarizada una ELISA casera para la determinacion de
anticuerpos IgG séricos anti H. pylori.
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Introduccioén

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, de gran variabilidad
genética y de alta prevalencia en Venezuela y el mundo, considerandose en la
actualidad uno de los patdégenos humanos de mayor importancia, que infecta el
mucus de las células del epitelio estomacal (Marshall y Goodwin, 1987; Berroteran
y col., 2002a). A pesar de que no invade la célula, causa inflamacion de la mucosa
gastrica con polimorfonucleares neutroéfilos y linfocitos, lo cual desencadena una
respuesta inflamatoria local de intensidad y extension variables asociadas con el
desarrollo de diversas enfermedades gastricas severas como lo son gastritis
cronica, Ulcera péptica y cancer gastrico (Ortiz y col., 2002; Suerbaum y Michetti,
2002). Es por esta razon que ha sido identificada como agente causal de la Ulcera
péptica y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1994, la clasific6 como
carcindgeno tipo | (IARC, 1994).

Estas patologias estan asociadas a dos factores de gran importancia como:
genes de virulencia de la bacteria que expresan proteinas especificas como
adhesinas, citotoxinas, entre otras, que contribuyen a la colonizacion vy
establecimiento de la bacteria en el mucus del epitelio gastrico y, a interaccion
entre la bacteria y el huesped que determina las consecuencias clinicas de la
infeccion por H. pylori. A este respecto, el sistema inmune y la susceptibilidad del
individuo juega un papel importante en prevenir o promover la enfermedad

(Parsonnet y col., 1991; Olivares y Gisbert, 2006).



El modo de transmision de este patégeno ha sido fuertemente debatido y
hasta el momento no se ha determinado con exactitud (Engstrand, 2001; Kivi y
Tindberg, 2006; Azevedo y col., 2007). Dado que este microorganismo coloniza el
tracto gastrointestinal y que ademas, se ha demostrado la presencia de formas
potencialmente infecciosas en la placa dental y heces de individuos infectados, se
han propuesto dos rutas de transmision: la fecal-oral, mediante aguas
contaminadas y la oral-oral, mediante la saliva por contacto persona a persona e
intrafamiliar (Drumm y col., 1990; Thomas y col., 1992; Madinier y col., 1997,
Parsonnet y col., 1999; Leclerc y col., 2002).

Distintos genes de H. pylori se han asociado con virulencia y mayor riesgo
de enfermedad gastrica grave; en particular se han estudiado genes relacionados
con la produccion de citotoxina bacteriana, la induccion de citocinas
proinflamatorias y la adhesion de la bacteria al epitelio (Atherton, 1998). Los genes
responsables de esta virulencia son, la isla de patogenicidad cag, las variantes
alélicas del gen vacA (s1/s2 y m1/m2) y el gen babA, asociados al desarrollo de
las patologias mencionadas anteriormente. Los productos de expresion de estos
genes son transportados hasta al interior de las células epiteliales causando
alteraciones importantes en su estructura y funcibn. En base a estas
caracteristicas se dice que existen cepas con alto o bajo grado de virulencia
(Atherton y col., 1995; Censini y col., 1996; Sharm y col., 1998; Quiroga y col.,
2005).

En Venezuela existe una alta prevalencia de infeccion por H. pylori y de

cepas altamente virulentas, por esta razon el objetivo de este trabajo es identificar



genes asociados a virulencia y ademas evaluar algunos parametros inmunologicos
en pacientes con lesiones precancerosas del Hospital Universitario de Caracas.
Los resultados de este estudio contribuiran con la identificacion de los
genotipos mas frecuentes en lesiones precancerosas en Caracas y lograr asi un
mejor entendimiento de la infeccion, desarrollar técnicas de diagnostico que
permitan la prevencion eficaz, un adecuado tratamiento y seguimiento del
individuo infectado, sobretodo en poblaciones donde la incidencia de
enfermedades gastricas severas es elevada, contribuyendo en un futuro, al

desarrollo de una vacuna para la prevencion de la infeccion por esta bacteria.



Marco tedrico

Caracteristicas generales de H. pylori.

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo de morfologia helicoidal con
cuatro a seis flagelos polares que le dotan de movilidad, mide entre 0,6 — 0,9u de
diametro y 2 - 5 p de longitud. Su crecimiento Optimo se produce a 37 °C en
ambientes microaerofilicos, es productor de catalasa, ureasa y oxidasa. Habita en
la capa de moco del estbmago y posee diversos factores de patogenicidad que
contribuyen a la colonizacion y al dafio de la mucosa gastrica (Dore y col., 2001;
Diaz y col., 2005).

La presencia de microorganismos espirilados en la mucosa gastrica fue
descrita hace casi 100 afios pero su real importancia s6lo empieza a tenerse en
cuenta a finales de 1970 cuando el australiano Warren noté su presencia sobre la
mucosa gastrica, en especial si habia inflamacion. En 1981, Marshall inicia la
investigacion logrando cultivar la bacteria a partir de biopsias géastricas, realizando
estudios prospectivos y administrando pautas terapéuticas con antibiéticos y sales
de bismuto. Se pensé que podia ser una nueva especie dentro del género
Campylobacter por su aspecto en la tincion de Gram y su requerimiento
microaerofilico, aunque presentaba ciertas caracteristicas atipicas asi que
identifican a la bacteria como Campylobacter-like (Pajares y Gisbert, 2006).

En 1984, Marshall logra cumplir los postulados de Koch con la

autoinoculacion por ingestion de un cultivo de la bacteria que le origina gastritis,



gue posteriormente fue tratada y curada con sales de bismuto y metronidazol
(Pajares y Gisbert, 2006). En colaboracion con microbiodlogos demostraron que la
bacteria encontrada era realmente un miembro diferente que no pertenecia al
género Campylobacter, sino que presentaba caracteristicas morfolégicas y
estructurales bioquimicas mas parecidas al género Helicobacter, asi que clasifican
la nueva bacteria, dentro del género Helicobacter, como pylori. (Pajares y Gisbert,
2006).

Desde entonces, se han desarrollado numerosas investigaciones para
conocer a esta bacteria de manera detallada, sus caracteristicas metabolicas,
patogenicidad, interrelacion con la mucosa gastrica, su microambiente, su
mecanismo de transmisidn, infeccion y reinfeccion (Bravo y col., 2003).

Los estudios gendmicos modernos, especialmente el andlisis de secuencias
del &cido ribonucleico ribosomal 16S (ARNr), permitieron demostrar que
Campylobacter y la bacteria encontrada eran dos géneros diferente.
Taxonémicamente se demuestra que Campylobacter y la bacteria encontrada,
nombrada luego Helicobacter son los miembros principales de un grupo distinto de
bacterias (rRNA Superfamilia 1V) que estd relacionado lejanamente con
eubacterias, y lo Unico que tienen en comun estos dos géneros es la forma espiral,
uno o mas flagelos, crecimiento en ambientes microaerofilicos y su adaptacion de
vivir en el medio &cido géastrico (Pounder, 1995).

El genoma de H. pylori tiene un tamafio aproximado de 1,67Mb. La
composicion promedio de guanina y citosina (G+C) es de 35,2 % (Beji y col., 1988).

Los genes tienen localizacion variable en el mapa genético, lo cual refiere la



extensa reorganizacion que ocurre en el genoma de H. pylori, es decir tiene una
alta variabilidad genética (Bukanov y col., 1994; Taylor y Parsonett, 1995; Jiang y
col., 1998).

La diversidad genética entre cepas de varias poblaciones se ha explicado
por los puntos de mutacion, sustituciones amplias, inserciones, deleciones (que
involucran a uno 0 mMAas genes) y segmentos multigénicos (que incluye
restriccion/modificacion de genes o al menos una isla de patogenicidad). Entre 6 y
7% de los genes del H. pylori son especificos para cada cepa y casi la mitad de
ellos se agrupan en una misma region hipervariable (Blaser y Berg, 2001).

Cabe destacar que diversas investigaciones han reportado la existencia de
plasmidos transmisibles de H. pylori que es posible que confieran a la bacteria
propiedades que complementan su capacidad para colonizar ambientes adversos,
favorecen el intercambio genético intracelular, y garantizan la diseminacién
horizontal de genes de resistencia a antibioticos, y de otras funciones, entre

géneros distintos (Narvaez y col., 2005).

Desarrollo de enfermedades gastricas.

H. pylori coloniza s6lo mucosa de tipo géastrico en humanos, debido a la
estrecha relacion con la excrecion de urea y posiblemente a la expresion de
receptores en ese epitelio, causando gastritis cronica y considerandose como un
importante factor de riesgo para la enfermedad gastroudenal, incluyendo Ulcera

pépticay carcinoma gastrico (Parsonett y col., 1991; Graham y Go, 1993). En las



lesiones duodenales, la colonizacion inicial se realiza en focos de metaplasia
gastrica y nunca en epitelio intestinal, lo cual denota un alto grado de adaptacion
al nicho gastrico (O’Rourke y col., 1992; Gold y col., 1997).

La infeccidbn aguda por H. pylori puede causar una enfermedad clinica
transitoria caracterizada por nauseas y dolor abdominal que puede durar varios
dias y se relaciona con gastritis histologica aguda con presencia de
polimorfonucleares. Después de que se resuelven estos sintomas, se piensa que
la mayor parte progresa a infeccidon crénica con inflamacion caracterizada por
inflamacion difusa de la mucosa con polimorfonucleares neutréfilos y linfocitos. La
inflamacion puede estar limitada al epitelio gastrico superficial o extenderse de
manera profunda en las glandulas gastricas, produciendo como resultado grados
variables de atrofia glandular (gastritis atrofica) y metaplasia del epitelio gastrico al
epitelio de tipo intestinal (Ortiz y col., 2002).

En la gastritis atréfica cronica, se observa una reduccion o ausencia de las
glandulas gastricas normales, un grado variable de inflamacién y en ocasiones se
observa metaplasia intestinal. La metaplasia intestinal es el reemplazo de las
células gastricas normales por células que semejan el epitelio intestinal. A menudo,
estas dos entidades coexisten, pero existen casos de metaplasia intestinal aislada
sin mas hallazgos patolégicos. Se conocen dos tipos de metaplasia, el tipo | o tipo
completo, que se asemeja a la mucosa del intestino delgado con un ribete en
cepillo que contiene todas las enzimas habituales presentes en el epitelio intestinal,
pero carece de vellosidades, el tipo Il o incompleta se subdivide en 2 grupos; el

tipo IIA conocida como metaplasia de células caliciales, y el tipo 1B, en que se



aprecia un mayor grado de diferenciacion celular y que es la que se ha asociado
en mayor grado con el cancer gastrico (Walker, 2003).

Ademés produce alteracion en los mecanismos de regulacion de la
secrecion &cida gastrica por inhibicion de la relacion entre somatostatina y gastrina,
lo cual trae como consecuencia, cambios de la motilidad antro-piloro-duodenal,
pudiendo ocasionar sintomas, aunque un gran numero de individuos se mantiene
asintomatico (EI-Omar y col., 2001).

H. pylori ha sido considerado como carcinébgeno humano por la Agencia
Internacional de Investigaciones sobre cancer IARC (International Agency for
Research on Cancer, 1994) por su asociacion directa con el desarrollo de gastritis
cronica activa, Ulcera péptica y adenocarcinoma gastrico.

La hipétesis corriente que relaciona H. pylori con el desarrollo de cancer
gastrico de tipo intestinal, se basa en un dafio progresivo inducido por la presencia
prolongada de la bacteria, que lleva a lesiones que evolucionan de una gastritis
superficial, gastritis cronica, gastritis atrofica y en esta Ultima etapa, hay cambios
inflamatorios importantes con agregados foliculares linfoides que destruyen la
mucosa a tal grado, que ocurre pérdida de la funcion y se induce una metaplasia
intestinal, displasia y eventualmente cancer (Correa, 1992). La metaplasia
intestinal puede ser considerada como una estrategia defensiva contra H. pylori,
ya que esta bacteria so6lo coloniza el epitelio gastrico (Filipe, 1989; Rokkas y col.,
1991).

Estos cambios inflamatorios podrian iniciarse como una inflamacion aguda,

caracterizada por un infiltrado polimorfonuclear en la lamina propia que puede



llegar hasta el epitelio (Hazell y col., 1986). No obstante, en pacientes con
infecciones masivas hay pérdida de la mucogénesis y aparecen parches de
mucosa necrosada y zonas de erosion epitelial, a través de las cuales las células
inflamatorias pasan a la luz del estbmago. Mas aun, esta bacteria puede invadir
hasta la submucosa en individuos que sufren del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (Meiselman y col., 1988).

El cancer géstrico ocupa el segundo lugar entre las neoplasias gastricas de
diagndstico mas frecuente a nivel mundial y desafortunadamente en paises en
vias de desarrollo el diagnéstico se realiza generalmente en estadios avanzados,
lo que se asocia con una alta tasa de mortalidad (Rugge, 1994).

El adenocarcinoma géstrico se clasifica en dos tipos histologicos distintos:
uno intestinal y otro difuso. El primero predomina en poblaciones de alto riesgo y
es mas comun en personas de edad avanzada. Es precedido por continuos
cambios histologicos, tales como gastritis activa, atrofia intestinal, metaplasia y
displasia. El tipo difuso es menos comun, las lesiones precancerosas no han sido
bien definidas y se presenta en poblaciones de menor riesgo, compuesta
generalmente por grupos de jovenes (Lauren, 1965; Correa, 1992). La evolucién
histologica del adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, lleva implicitos los
cambios histoldgicos descritos en las infecciones por H. pylori, por lo que este
agente se ha relacionado con la etiologia del cancer géastrico (Rivas-Traverso y
Hernandez, 2000).

Segun la clasificacion histolégica de Viena y Padova, las neoplasias de la

mucosa gastrica se pueden agrupar en 5 categorias (Schlempery col., 2000;



Rugge y col., 2000):

Negativo para malignidad/displasia: en esta categoria se incluye la
mucosa normal, los cambios reactivos (gastritis), regenerativos, atrofia y
presencia de metaplasia intestinal (Schlemper y col., 2000; Rugge y col.,

2000).

Indefinido para neoplasia/displasia: encierra aquellos casos en los que
la calidad del material o los factores de distorsion estructural y atipia
nuclear estan presentes creando duda sobre la naturaleza displasica de
las células que proliferan. Esta categoria comprende la
hiperproliferacion foveolar caracterizada por células elongadas con
ndacleos hipercrométicos, membrana nuclear irregular, nucleolo
prominente 'y mitosis evidentes; y la metaplasia intestinal
hiperproliferativa donde se encuentran células de metaplasia con
mitosis, pseudoestratificacion, nucleos elongados, hipercromaticos e
irregulares, y excesiva proliferacion (Schlemper y col., 2000; Rugge y

col., 2000).

Neoplasia de bajo grado (no invasiva): Mas que una categoria es una
lesion donde se observa ausencia de invasion del estroma y se
encuentra pseudoestratificacion, hipercromasia, nucleolo prominente,
células elongadas y la secrecion de mucina es minima (Schlemper y col.,

2000; Rugge y col., 2000).

Neoplasia de alto grado (no invasiva): esta categoria reconoce la

presencia temprana de invasion epitelial local. Engloba otras variantes
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aparte de la displasia de alto grado: Carcinoma in situ 0 no invasivo y
carcinoma sospechoso de invasién (Schlemper y col., 2000; Rugge y

col., 2000).

* Neoplasia invasiva: en esta categoria se evidencia invasion del estroma

0 metastasis (Schlemper y col., 2000; Rugge y col., 2000).

Vias de transmision

Las vias de transmision de la bacteria aun no estan claras, se sabe que el
reservorio esencial es el humano. La transmision de H. pylori parece ser
directamente de persona a persona, sin embargo alguna otra via no puede ser
excluida. Dos rutas de transmision han sido propuestas: fecal-oral y oral oral,
basados en los siguientes argumentos: H. pylori ha sido identificado en muestras
de heces y parece sobrevivir en agua en formas no cultivables (Mégraud, 1995),
sin embargo estos estudios no han sido concluyentes.

Estudios mas recientes han evidenciado que el ambiente acuatico puede
ser un reservorio de H. pylori. Sin embargo ninguna ruta per se es capaz de
explicar con exactitud su transmision (Cellini y col., 2004; Carbone y col., 2005).

H. pylori también se ha presentado en una forma cocoide viable pero no
cultivable. Se especula que la forma cocoide sea una forma de resistencia capaz
de soportar las condiciones adversas que encuentra H. pylori en el medio
ambiente, reversible a la forma espiral en el momento en que vuelvan a darse las

condiciones oOptimas (Dore y col., 2001).
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En respuesta a condiciones de estrés ambiental algunas bacterias adoptan
un estado que se ha definido como viable no cultivable (VNC); viable porque
mantiene la capacidad de realizar funciones metabdlicas, y no cultivable porque no
puede aislarse mediante métodos de cultivo en el laboratorio. Si las condiciones
ambientales vuelven a ser favorables, el microorganismo puede retornar al estado
cultivable (Borroto, 1998; Cellini y col., 2004; Oliver, 2005).

Al entrar en contacto con el agua, H. pylori es capaz de adoptar el estado
VNC, transformandose de la forma tipica espiral a una forme cocide que
probablemente dificulta su cultivo (Oliver, 2005; Bellack y col., 2006). Sin embargo
estas investigaciones no son concluyentes, y por ende se asume que la via de
transmisibn mas comun es la oral-oral, debido a lo reportado en diversas
investigaciones donde evidencian que individuos pertenecientes a un mismo

nucleo familiar se ven infectados por H. pylori.

Diagnostico

Existen diferentes métodos para el diagnéstico de la infeccion, invasivos y
no invasivos. Los métodos no invasivos disponibles incluyen la prueba del carbono
marcado o prueba del aliento con urea, en la cual el paciente ingiere urea marcada
con *C o '3C, produciéndose posteriormente (debido al metabolismo de la
bacteria) dioxido de carbono marcado, el cual es detectado en la respiracion; otro
método comunmente utilizado es la serologia, que detecta anticuerpos especificos

en una muestra de sangre (IgG, IgM séricos) del paciente y ademas la
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determinacion de antigenos especificos de H. pylori en heces. Los niveles de IgG
e IgM sérica aparecen con la infeccion y se mantienen altos o disminuyen
gradualmente tras la erradicacion de H. pylori mediante la terapia antimicrobiana
después de los 6 meses de tratamiento, sin embargo pueden mantenerse
positivos por largo tiempo. (Hernandez, 2001). Cabe destacar que la prueba del
carbono marcado, actia como marcador de la infeccion activa, a diferencia de la
serologia. Esta prueba no suele realizarse de rutina, debido a su alto costo.

Por otra parte, los métodos invasivos requieren la recoleccion de biopsias
gue son tomadas durante los procesos endoscopicos superiores, a partir de las
cuales es posible detectar la ureasa activa en la muestra extraida (el denominado
"test rapido de la ureasa") al incluirla en un medio con urea; realizar cultivo,
realizar examenes histologicos que identifiquen la bacteria y las posibles lesiones
del tejido gastrico, también se puede realizar PCR (Reaccién en cadena de la
Polimerasa), uno de los métodos de deteccidon mas sensibles para la identificacion
de genes de virulencia de la bacteria como por ejemplo, cagA, vacA, babA y genes

de resistencia a antibiéticos gyrA y gyrB (Hernandez, 2001).

Prevalencia a nivel mundial.

Més del 50% de la poblacion mundial se encuentra infectada por H. pylori,
con proporciones superiores a 90% en paises en vias de desarrollo, donde la
mayoria de los casos son asintomaticos (Frenck y Clemens, 2003).

Se ha postulado que la infeccién por H. pylori se puede adquirir durante la
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infancia, siendo mayor su prevalencia en grupos familiares grandes con alto
hacinamiento y bajos niveles socioeconomicos y educacionales, asociandose
directamente al desarrollo del pais (Graham y col., 1991; Mendall y col., 1994,
Parsonnet, 1995; Malaty y col.,, 2002). En Estados Unidos existe un 20% de
prevalencia de la infeccion por H. pylori en adolescentes, siendo esta poco
significativa al comprarla con las tasas de infeccién superiores al 90% en nifios
menores de 5 afios en paises en vias de desarrollo (Frenck y Clemmens, 2003).

Se estima que la prevalencia de la infeccion es alta en poblaciones con alta
incidencia de cancer gastrico; sin embargo, existen poblaciones con altas cifras de
prevalencia de la infeccion y muy bajas tasas de cancer gastrico, hecho que
sefiala que no todas las infecciones con H. pylori incrementan el riesgo de cancer
gastrico. (Holcombe y col., 1992; Correa, 2003).

La figura 1 muestra la frecuencia de la infeccion por H. pylori en el mundo.
Un pequeiio grupo de paises desarrollados, presenta prevalencias que oscilan
entre el 20 y 40%, mientras un gran grupo de paises, pertenecientes al mundo en
vias de desarrollo, presentan frecuencias entre el 70 y 90%. Estas diferencias se
relacionan con los niveles de saneamiento ambiental, hacinamiento y nivel socio-
econdmico, que son los principales determinantes del riesgo de contraer la

infeccidn (Rollan, 2002).
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Figura 1 : Prevalencia mundial de la infeccioén por H. pylori. (Rollan, 2002).

Los estudios han revelado respuesta serologica positiva en escolares y
adolescentes con diferencias marcadas entre paises. Asi tenemos que en
Inglaterra, Noruega y Alemania es 8-20% mientras que en paises pobres como
Nigeria, India, Sudafrica oscilan entre 60 y 80%. Ahora bien en el caso de la
poblacion infantil se estima que el 30% de los nifios en el mundo estan infectados
por H. pylori y la seroconversién ocurre entre 3 y 5 afios, no encontrandose
diferencias significativas entre varones y hembras (Bajarano y col., 1999; Frenck y
col., 2003).

Existe alta prevalencia de Ulceras duodenales en Escocia, Africa, Etiopia, el
sur de la India, el sur de China, el este de Japdn y Australia (Lam, 1993; Hu y col.,
1995). Japon tiene una alta incidencia de cancer gastrico (Maeda y col., 1997),
seguida de el norte de China (Mervis, 1995), el norte de Italia (Gasbarrini y col.,

1995), el sur de México (Halperin, 1988) y la regién Andina (Correa y col., 1976).
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En América Latina el comportamiento clinico de esta infeccidn presenta
notables diferencias de un pais a otro, lo cual esta en relacion con las variaciones
en las condiciones geogréaficas, demograficas y socioeconémicas con relacion al

comportamiento de la infeccion (Vaz Coelho y col., 2000).

Situacion en Venezuela.

Estudios han evidenciado que en Venezuela, existe un 66% de
seroprevalencia en poblaciones infantiles de bajo nivel socioeconémico, Yy
variaciones de 40% a 90% en adultos de diferentes estados del pais. (Ortizy
col., 2001). Ademas se ha encontrado una asociacion entre la produccion de IgAs
anti-H. pylori determinada en saliva y la forma activa de la gastritis cronica en
pacientes H. pylori positivos (Ortiz y col., 2002).

En Venezuela, la mayoria de los estudios sobre H. pylori han sido
realizados en pacientes que asisten a consultas de gastroenterologia por
presentar sintomas gastricos, sin embargo, son pocos y puntuales los estudios
realizados a nivel de la comunidad. En Caracas, se han desarrollado estudios
pioneros destinados a conocer la incidencia y prevalencia de la infeccion por H.
pylori tanto en nifios como en pacientes adultos, estudios que también incluyen
diferentes regiones del pais, destinado a conocer la seroprevalencia en Venezuela
(Ortiz y col., 2003). Los trabajos de investigacion que se han realizado hasta ahora
sugieren que la distribucién de la infecciébn en la poblacion venezolana no es

homogénea, y que existen grupos o areas geograficas cuya prevalencia es
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mucho mas acentuada, los cuales presentan también casuisticas muy elevadas
de patologias digestivas, benignas y malignas (Ortiz y col., 2003). Sin embargo, la
mayoria de estos trabajos se han desarrollado empleando muestras pequefas,
por lo que aun no se dispone de estudios epidemioldgicos que indiquen la
prevalencia de la infeccion y su verdadera relacion con el desarrollo de trastornos
digestivos, en todas las regiones del ambito nacional (Figura 2), (Gerrits y col.,

2006).

Pacienfescon =~ ©

Figura 2 : Prevalencia de infeccion de H. pylori en Venezuela. Datos propios
Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto de Biomedicina (Cavazzay col.,
2003)

Asimismo, en Venezuela el cancer gastrico es la primera causa de muerte

por cancer (Pisani y col., 1999). Observandose una mayor prevalencia de cancer
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gastrico en la region andina (Plummer y col., 2000). Estudios realizados en el
estado Tachira, reportaron la existencia de la relacion entre H. pylori y el desarrollo

de cancer gastrico (Plummer y col., 2000).

Factores de virulencia de H. pylori.

H. pylori presenta diferentes factores de virulencia y todos los sucesos que
ocurren en la mucosa gastrica (Figura 3) van a depender de estos factores y de la
capacidad de respuesta inmune del individuo (Rivera y col., 2004).

Dentro de los factores de virulencia se encuentran: 1) La forma y los
movimientos espirales (motilidad). 2) Enzimas y proteinas de adaptacion (ureasas,
catalasas, proteina inhibidora de la secrecion de acido gastrico). 3) Habilidad para
adherirse a las células de la mucosa gastrica (adhesinas bacterianas y receptores

para células epiteliales) (Rivera y col., 2004).

18



S il

Figura 3 : Mecanismos de colonizacion de H. pylori: 1) La bacteria se establece en

la superficie de las células del epitelio gastrico. 2) Neutralizacion del medio acido
del estbmago y produccién de amoniaco, a partir de urea. 3) Migracion y
proliferacion de la bacteria al foco de la infeccion. 4) Dafio celular producido por
los &cidos del estdbmago, desarrollo de la Ulcera gastrica. Tomado de:
(http://bligoo.com/media/users/0/31628/images/H%20pylori%20mecanismo.jpg)

Estos mecanismos patégenos de la bacteria, le va a permitir sobrevivir en el
medio acido hostil del estbmago y por otra parte, producir el dafio en la barrera
mucosa gastrica (Rivera y col., 2004).

De manera mas detallada; los mecanismos patdgenos principalmente
implicados son: produccion de toxinas (citotoxinas, ureasas, mucinasa, lipasa,
lipolisacaridasa, hemolisinas, fosfolipasas; mediadores de inflamacion (activacion

de neutrdfilos, activacion de monocitos y macrofagos, leucotrienos, fenbmenos
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autoinmunes, infiltracion y degranulacion de eosindfilos) y capacidad de contribuir
con el incremento de la actividad acido-péptica gastrica (Rivera, 2004).

H. pylori es muy activo y movil, lo cual es resultado de su forma espiral y de
los flagelos unipolares que le confieren una gran movilidad y le permiten llegar a la
mucosa Yy no ser eliminado por los mecanismos defensivos del huésped. Se ha
sugerido que el flagelo es determinante como sensor de cambios de pH entre la
luz gastrica y la capa de moco. La ureasa producida en cantidades muy altas por
H. pylori, es esencial para su sobrevida, puesto que bacterias mutantes ureasa-
deficientes no logran colonizar el estomago. El gen ureC es el responsable de la
codificacion de la proteina ureasa, la actividad de esta proteina permite el
desdoblamiento rapido y permanente de la urea en el jugo gastrico, moco y
mucosa, a substratos principales en la produccion de amonio; aparentemente
estos procesos proveen a la bacteria de la habilidad de exportar iones de
hidrogeno desde dentro del citoplasma, regulando asi el pH, y creando también un
microambiente alcalino que lo protege de la acidez del estdmago. Ademas de la
ureasa, también produce superoxido-dismutasa y otras moléculas diversas que se
encuentran involucradas en la adhesion especifica a las células epiteliales del
estdbmago. H. pylori posee gran variedad de adhesinas que reconocen de forma
especifica a los receptores de la mucosa gastrica y se unen a ellos comenzando la
colonizacién bacteriana (Tummuru y col., 1993).

En general, la adhesion es ventajosa para la supervivencia del patdgeno y
para favorecer la liberacion de las toxinas de las bacterias directamente sobre las

células epiteliales (Mai y col., 1992).
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Entre los factores de virulencia bacterianos responsables de las
manifestaciones clinicas, estan las adhesinas (BabA), la citotoxina vacuolizante
VacA y los productos de la isla de patogenicidad cag (Yamaoka y col., 2008).

Las proteinas asociadas a estos genes de virulencia de la bacteria que han
sido caracterizadas son: la ureasa que permite la colonizacién en el medio acido
del estbmago e induce dafio en las células del epitelio gastrico, la citotoxina
(VacA) que produce la formacién de vacuolas en las células gastrointestinales, la
proteina codificada por el gen asociado con la citotoxina CagA, que al igual que
VacA esta fuertemente asociada con el desarrollo de las Ulceras; las adhesinas
BabA (codificada por el gen babA), que se une al epitopo Lewis del huésped y la
catalasa que permite a la bacteria resistir el ataque de las células inflamatorias del
hospedero. Todas las proteinas anteriores, excepto la catalasa, son producidas
por H. pylori y absorbidas por el epitelio gastrointestinal, lo que desencadena un
grupo de sefales proinflamatorias que culminan con el reclutamiento y activacion
de las células inflamatorias (Hernandez, 2001).

El gen vacA, es uno de los genes de mayor virulencia de H. pylori, es
altamente conservado y esta presente en la mayoria de las cepas, codifica para la
citotoxina vacuolizante (VacA). Este gen es altamente polimérfico, capaz de
inducir la formacién de vacuolas en numerosas células epiteliales aisladas y
ulceraciones superficiales en estbmagos de animales de estudio. Posee regiones
variables, como la region sefal, que puede ser sl (sla, slb, slc) o s2, y la region
media, que puede ser m1l o m2, lo que permite multiples combinaciones alélicas

gue se asocian a diferencias en la produccidbn de la citotoxina (Atherton
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y col., 1995; Heikkinen y col., 1.998; Ortiz y col., 2002; Schmidt y Hensel, 2004).

Otro factor de virulencia es la proteina CagA, codificada por el gen cagA,
gue se encuentra dentro de una secuencia de genes especifica de
aproximadamente 40kb llamado “isla de patogenicidad” (PAI) y no esta presente
en todas las cepas de H. pylori. PAI codifica alrededor de 30 genes distintos, que
modulan la respuesta inflamatoria local y la produccién de citoquinas. Codifica un
Sistema Secretor tipo IV que transfiere a la proteina CagA dentro de las células
del hospedador (Atherton y col., 1995; Hatakeyama, 2006).

Segun el analisis de expresion de estas proteinas y sus genes, H. pylori
puede ser clasificado en dos tipos: tipo | aquellas que tienen el gen cagA y
expresan la proteina CagA vy el tipo I, aquellas que no tienen el gen cagA y no

expresan por consiguiente la proteina CagA (Zulio y col., 2004).

Respuesta inmune.

La infeccion por H. pylori induce una respuesta inmunolégica humoral
sistémica y a nivel de la mucosa gastrica. La produccién de anticuerpos no
conduce a la erradicacion de la infeccion pero puede contribuir a la disminucién
del dafio tisular. En otros casos se ha reportado que algunos pacientes infectados
tienen autoanticuerpos directamente contra la ATPasa de las células parietales lo
cual se correlaciona con incremento de la atrofia del cuerpo géastrico (Negrini y col.,
1997).

La respuesta inmune, tanto innata como adquirida, es importante para el
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control de la inflamacion causada por el microorganismo y la infeccion resultante.
La infeccion produce una infiltracion masiva de la mucosa géstrica por neutréfilos
y linfocitos (Wyatt y Rathone, 1988) y niveles elevados de anticuerpos especificos
en suero, saliva, jugo gastrico y heces (Luzza, y col.,, 1995). A pesar de la
respuesta inmune contra la infeccion por H. pylori, la bacteria es rara vez
eliminada del estbmago y la infeccion persiste de por vida. No obstante, en
ratones inmunizados con ureasa de H. pylori se ha observado una correlacion
entre la IgA secretora (IgAs) de las mucosas frente a la ureasa y proteccion contra
la colonizacion con H. felis (Lee y col., 1995).

Por otra parte, la infeccion por H. pylori desencadena una respuesta
humoral a partir de linfocitos B presentes en la inflamacion y los foliculos linfoides
formados en respuesta a la infeccion (Suerbaum y Michetti, 2002). Los linfocitos B
responden a la infeccion produciendo inmunoglobulinas de clase IgA e IgG contra
Helicobacter. Los anticuerpos de clase IgA inhiben la movilidad y adherencia
bacteriana, neutralizan las sustancias bacterianas biolégicamente activas,
bloguean la activacion del complemento e inhiben la vacuolizacion de las células
epiteliales inducida por citoquinas (Pique, 2004).

Al ser incapaz la respuesta inmune de limitar el proceso inflamatorio agudo,
éste progresa con el tiempo a una inflamacion crénica de predominio antral,
inicialmente superficial, en la que se aprecia un aumento del numero de células
inflamatorias, linfocitos y plasmaocitos, con algunos eosinofilos, en la lamina propia.
Este infiltrado inflamatorio puede ocupar toda la superficie de la mucosa foveolar,

pero no afecta o afecta minimamente la zona glandular. El epitelio de
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revestimiento puede mostrar irregularidades de las células cilindricas, con
alteraciones de los nucleos y aparicion de algunas células caliciformes. En la
progresion de la inflamacion, el infiltrado inflamatorio se extiende a toda la
profundidad de la mucosa llegando a formar foliculos linfoides. Asociada a esta
reaccion inflamatoria no es infrecuente observar disminucién de la capa de moco y
aparicion de erosiones en el epitelio de superficie. Con el tiempo la gastritis
cronica progresa a atrofia gastrica en la cual se observa la pérdida de tubulos
glandulares y el colapso entramado reticulinico. Junto con la atrofia glandular
suele coexistir la metaplasia intestinal (Piqué, 2004), explicada anteriormente.

La inflamacion producida por la colonizacién de H. pylori esta relacionada
con una alta produccion de citoquinas como interleuquinas (IL6, 1L8) factor de
necrosis tumoral alfa (TNF alpha), factor de activacion plaquetaria (PAF),
interferon gamma (INF gamma); lo cual se ha visto incrementado en cepas que
presentan cagA y las variantes alélicas mas virulentas de vacA m1/sl1 mas que en
cepas cagA negativas vacA m2/s2 (Ortiz y col., 2002; Rivera y col., 2004).

H. pylori determina una importante reaccion inflamatoria local, la evolucion
de esta respuesta inmune local y su regulacion constituyen probablemente un
elemento clave para determinar las consecuencias de la infeccion. Factores
producidos por la bacteria inducen la produccién de interleuquina 8 (IL-8) por parte
de células del epitelio gastrico, lo que contribuye al reclutamiento local de
neutréfilos y a la activacion de macrofagos, los que a su vez contribuyen al
reclutamiento y activacion de linfocitos a través de multiples citoquinas. La

respuesta inmune celular asociada a H. pylori es predominantemente a expensas
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de linfocitos T ayudadores de tipo 1 (Thl), que se asocia a la activacion de
macrofagos y citotoxicidad, lo que parece ser clave en la generacion del dafio
tisular y en la persistencia de la infeccién donde la generacién de una respuesta

Th2 juega un papel importante (Rollan, 2002).

Asociacion de genes de virulencia con patologias ga  stricas.

Se ha descrito que, cepas que expresan el alelo s1 de vacA se asocian con
Ulcera péptica, mayor inflamacion gastrica y mayor produccion de citotoxina,
comparado con cepas s2. Asimismo, las cepas s1/ml producen mas citotoxina
gue las cepas s1/m2 (Rollan, 2002).

Ademaés, entre el 80-95% de los pacientes con enfermedad ulcerosa o con
cancer gastrico estan infectados por cepas de H. pylori cagA (+), pero la
frecuencia de cagA (+) en la poblacion general supera el 60%, lo que lo hace poco
eficiente como predictor Unico de patologia clinicamente significativa (Rollan,
2002). Los mecanismos de la lesion y la inflamacion pueden estar relacionados en
parte, con los productos de dos genes vacA y cagA. (Ortiz y col., 2002; Schmidt y
col., 2004).

En Taiwan, H. pylori con vacA sla y cagA positivo estan presentes en la
mayoria de los pacientes con cancer gastrico y gastritis cronica. Se ha demostrado
gue vacA interrumpe la maduracién de los fagosomas en los macréfagos como
también modula e interfiere con las funciones inmunolégicas de los linfocitos T;

adicionalmente, las células infectadas por H. pylori expresan receptores A y B para
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IL-8 lo cual puede contribuir al aumento de la respuesta inflamatoria. Numerosas
evidencias relacionan la variacion genética de la respuesta inflamatoria producida

por H. pylori con el mayor riesgo de carcinoma (Rivera y col., 2004).
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Antecedentes

En 1875, cientificos alemanes descubrieron bacterias espirales en el
epitelio del estbmago humano (Pajares y Gisbert, 2006). Estas bacterias no
podian ser cultivadas, y por consiguiente este descubrimiento se olvidé en aquel
momento. En 1892, el investigador italiano Giulio Bizzozero describié una serie de
bacterias espirales que vivian en el ambiente acido del estomago de perros
(Blaser, 2005).

El profesor Walery Jaworski, de la Universidad de Jagiellonian en Cracovia,
investigd sedimentos de lavados gastricos obtenidos de humanos en 1899.
Ademéas de unas bacterias alargadas, también encontré bacterias con una
caracteristica forma espiral, a las cuales llamoé Vibrio rugula. Este investigador fue
el primero en sugerir la participacion de este microorganismo en enfermedades
gastricas (Baron, 1996).

En 1975 el doctor Robin Warren, patdlogo del Hospital Royal Perth de
Australia, encarg6 a uno de sus estudiantes, el doctor Barry Marshall, el estudio de
una serie de pacientes con gastritis o Ulcera péptica, en cuyas biopsias se habian
observado bacilos curvados. El andlisis de esos pacientes les llevé con el doctor
Stewart Goodwin, encargado del departamento de microbiologia de ese Hospital.
Luego de una serie de intentos fallidos, en 1979 se logro aislar H. pylori, cuyo éxito
es un verdadero ejemplo de serendipia: primero, la observacion microscopica de
los cortes histologicos reveld la presencia de bacterias curvadas, lo cual hizo

pensar en Campylobacter, y se tratd6 de aislar tal agente, en microaerobiosis
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(Marshall, 1988). No obstante, los primeros intentos fracasaron; pero nuevamente
otro hecho azaroso ocurrido en 1981, les favoreceria: se olvidaron unas jarras con
placas de cultivo en la incubadora durante las festividades de Semana Santa; al
revisarlas cinco dias mas tarde, en vez de 48 horas como venian haciendo, y que
es lo indicado para el aislamiento de Campylobacter spp, encontraron que se
habian desarrollado pequefias colonias transparentes, de bacilos curvados
gramnegativos, similares a Campylobacter sp. Las bacterias resultaron oxidasa y
catalasa positivas, lo que reforzaba las sospechas de que se trataba de
Campylobacter (Marshall, 1988).

La demostracion de que Helicobacter podia ser causa de enfermedad se
constata de manera fehaciente cuando en 1985 Barry Marshall ingiere un inéculo
bacteriano de Campylobacter pyloridis, bacteria hoy conocida como Helicobacter
pylori, con lo cual se produce una gastritis que sirve de base para demostrar los
postulados de Koch: Post tratamiento la bacteria fue erradicada y la gastritis
revirtié (Lopez-Brea, 2005).

A partir de esto comenzaron a aparecer informes de otros lugares,
revelando el aislamiento de ese agente que fue denominado “Organismo similar a
Campylobacter”, cuyas siglas del inglés - CLO - le distinguieron por un tiempo,
hasta que se propuso el nombre de Campylobacter pylori, y fue cambiado a este,
acorde con las reglas de la Comision Internacional de Taxonomia Bacteriana
(Marshal y Goodwin, 1987).

Por estudios en la implicacion de Helicobacter pylori en la gastritis cronica

activa tipo B y en la Ulcera péptica, los doctores australianos Barry Marshall y
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Robin Warren, fueron acreedores del premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el
afio 2.005 (Lopez-Brea, 2005).

La caracterizacion de las propiedades del organismo incluyeron estudios de
secuencias del acido ribonucléico, los cuales indicaron que esta bacteria no podia
ser incluida en el género Campylobacter. Fue considerada también, una posible
relacion en el género Wolinella pero las diferencias fenotipicas indicaban lo
contrario, entonces el microorganismo fue renombrado Helicobacter pylori,
representante de un nuevo género propuesto (Goodwin y Armstrong, 1990).

La forma de transmision de H. pylori es desconocida. Se ha demostrado
gue la bacteria es excretada en las heces de individuos infectados y se ha
detectado en moscas domeésticas que habitualmente se desarrollan y alimentan de
los excrementos (Gruber y col., 1997). Diferentes estudios muestran resultados
contradictorios para la ruta fecal-oral asi como también otros tipos de transmision.
En efecto esto puede ser explicado por las diferencias que existen en cada
poblacion. La dificultad del estudio esta ligada a la falta de marcadores especificos
para las posibles rutas de transmision (Hunt, 1998).

Se ha comprobado que la carcinogénesis gastrica inducida por H. pylori
depende de la interaccion que existe entre la bacteria y el huésped; puesto que, la
inflamacion es intensa y tiene efectos negativos en las células epiteliales. Esto
puede ser producto de la colonizacion por cepas de mayor interaccion: las cepas
cag+ inducen mayor inflamacién y efectos en el ciclo celular, y las cepas vacA
s1l/ml producen un mayor dafio directamente en el epitelio. Las citocinas

producidas en el huésped, pudieran regular las respuestas inflamatorias. Los
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factores ambientales, asi como fumar y dietas altas en sales, incrementan el
riesgo de ser colonizado por la bacteria (Blaser, 2005).

La asociacion entre la infeccion por H. pylori y cancer gastroduodenal es tan
estrecha que en 1994 la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC) y la OMS lo clasificaron como carcindgeno de clase | dentro de los agentes
causales (IARC, 1994).

La prevalencia de la infeccidn por H. pylori se ha estimado en 60% en los
paises en vias de desarrollo. Generalmente la adquisicién ocurre cerca de un 10%
de nifios por afio, por consiguiente, la mayoria se encuentra infectado en la
adolescencia (Hernandez, 2001).

En los paises desarrollados, la infeccion por este agente patdgeno es poco
frecuente en niflos y aumenta gradualmente en funcion de la edad, llegando a
alcanzar niveles del 30% de infestacion a los 30 afios de edad, valor que se
mantiene constante a edades mayores. En los paises en vias de desarrollo, la
mayor parte de sus habitantes se encuentran infectados en la edad adulta,
llegando esta infestacion a valores cercanos al 70 % (Hernandez, 2001).

La situacién en Venezuela no es diferente con respecto al resto de los
paises en vias de desarrollo, se ha reportado la deteccién de H. pylori en un 95 a
100% de Ulceras duodenales y en un 70 a 80% de Ulceras gastricas (Rivera,
2004).

En el estado Tachira existe una de las mas altas prevalencias de infeccion
en Venezuela (90 a 96%) y es alli donde también se reporta alta incidencia de
carcinoma gastrico que se ha asociado a la presencia de H. pylori en numerosos

estudios (Rivera, 2004).
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La alta seroprevalencia en el estado Tachira, ha sido comprobada al
realizar pruebas serologicas de anticuerpos anti- H. pylori relacionandolas con
diagndstico histopatolégico demostrando una prevalencia general de la infeccion

del 94% (Mufoz y col., 1996).
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Objetivos

Objetivo general:

» Identificar genes de virulencia de Helicobacter pylori en pacientes con

lesiones géstricas precancerosas.

Objetivos especificos:

» Realizar cultivos de H. pylori a partir de biopsias gastricas de pacientes con
lesiones precancerosas.

» Extraer ADN de cultivo bacteriano de H. pylori y de biopsias gastricas con
el objetivo de identificar a la bacteria y detectar los genes de virulencia.

» Identificar genes de virulencia (ureC, cagA3’, vacA ml/m2, vacA sl1/s2,
babA) de ADN aislado de biopsias y cultivos mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

» Estandarizar un PCR multiplex para la deteccion de vacA m/s.

« Determinar anticuerpos IgG especificos en suero e IgA secretores en saliva
anti H. pylori mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

(ELISA).
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Materiales y Métodos

La poblacion de estudio estuvo conformada por 57 pacientes que asistieron a
consulta de gastroenterologia del Hospital Universitario de Caracas, entre los
meses de diciembre 2009 y marzo 2010. Los pacientes evaluados fueron de
ambos sexos, con edades comprendidas entre 16 y 78 afos (edad promedio 51,3
+ 14,2 afios), que previo consentimiento informado (Anexol) aprobado por el
Comité de Etica del Instituto de Biomedicina, fueron sometidos a estudios
endoscopicos de las vias superiores, y que por diagnodstico histopatolégico
presentaron lesiones precancerosas y/o gastritis cronica. A estos pacientes se les
tomaron 2 biopsias gastricas antrales de aproximadamente 2mm de didmetro. Una
de estas biopsias fue utilizada para cultivo (y posteriormente fue incluida en un
medio de ureasa rapida) y la otra biopsia fue destinada para el diagnostico
molecular. Conjuntamente a cada paciente se le tom6 1 muestra de saliva y 1
muestra de sangre venosa. Adicionalmente, se utilizO un instrumento de
recoleccion de datos para obtener la informacion socioecondémica del paciente
para realizar la determinacion del Graffar (Méndez y Méndez, 1986) (Anexo 2).

La muestra de saliva fue tomada, introduciendo en la boca del paciente un
algododn estéril, el cual se impregné de saliva y posteriormente fue colocado en el
embolo de una inyectadota y vertido su contenido en un tubo con EDTA.

La muestra de sangre, se proceso en el laboratorio, centrifugando las muestras,

obteniendo asi el suero que sera almacenado.
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Cultivo de Helicobacter pylori.

El cultivo se realizé a partir de una biopsia gastrica extraida de una
endoscopia previa. Esta biopsia fue transportada en solucion salina estéril a una
temperatura de 4C aproximadamente, con la finalidad de mantener la viabilidad
de la bacteria.

La biopsia fue sembrada en placas con agar Columbia (OXOID, England)
mas 7% de sangre humana y suplemento selectivo de antibidticos para H.
pylori (OXOID, England), segun indicaciones del fabricante.

Posteriormente la biopsia fue incluida en un medio con urea para la
determinacion de ureasa. De ser positivo, el medio se colorea de color purpura en
un periodo de tiempo menor a 24 horas.

Las placas fueron incubadas en estufa a 37°C y en condiciones de
microaerofilia (7% de CO,) durante cinco a siete dias. Una vez crecidas las
colonias sospechosas fueron identificadas por sus caracteristicas morfologicas y
se compar0 con los resultados obtenidos en la prueba de ureasa rapida.
Posteriormente el cultivo fue almacenado para realizar la extraccion de ADN; y

repicado en placas adicionales para asi obtener mayor cantidad de colonias de H.

pylori.
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Extraccion de ADN con proteinasa K a partir de biop  sias gastricas y de

cultivos de Helicobacter pylori.

Se utilizo el siguiente protocolo de extraccion de ADN con proteinasa K, a
partir de biopsias, tomando como base protocolos estandar del Laboratorio de

Microbiologia Molecular del Instituto de Biomedicina.

Fase de lisis
1. Se incubaron las biopsias gastricas durante 3 horas a 65T en un tubo
eppendorf de 1,5 ml con 100 ul de Buffer Lisis (Tris-HCI 10mM, pH: 8,0 +

Sarcosina 0,1%) y 100 pl de proteinasa K (1mg/ml).

Fase de extraccion
2. Se agregdé un volumen igual de Cloroformo: Fenol: Isoamilico. Se agitd
durante 10 segundos aproximadamente y se centrifugd a 14.000g durante
10 minutos.
3. Se tomo la fase acuosa y se transfirié a otro tubo eppendorf agregando un
volumen igual de cloroformo, se mezclé por inversion y centrifugd a 14.000g

durante 10 minutos.

Fase de precipitado y resuspension

4, Se tomé la fase acuosa y se transfirio a otro tubo eppendorf. Luego se

agregaron 1/10 voliumenes de acetato de amonio o de sodio 3M y el doble

35



de volumen de etanol absoluto frio. Se mezclé suavemente por inmersion y
se dejo precipitando toda la noche a -20<C.

5. Al dia siguiente se centrifugd a 14.000g durante 20-30 minutos.

6. Se colocaron los tubos en posicion invertida en la estufa a 37 T durante 20
minutos hasta secarse las paredes de los mismos.

7. Se resuspendié el sedimento en 50 ul de agua destilada libre de nucleadas
y se colocaron los tubos en estufa a 37 T por 20 m inutos.

8. Posteriormente se guardaron los tubos a -20C ha sta el momento de su uso.

Para la extraccion de ADN de H. pylori a partir de cultivo, se utilizo el
siguiente protocolo, tomando como base protocolos estandar del Laboratorio de

Microbiologia Molecular del Instituto de Biomedicina.

1. Se centrifugaron las células tomadas del cultivo a 14.000g durante 5
minutos, se descarto el sobrenadante y se lavaron las células de restos de
agar con 300 pl de solucion salina (0,85 %) y se centrifugé de nuevo a
14000 g durante 5 minutos, para luego volver a descartar el sobrenadante.

2. Se resuspendio el sedimento bacteriano en 400 pl de buffer STE (0.1 M
NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0) + 20 ul lisozima

(200 pg/ml frio) (392 ul buffer STE + 8 ul lisozima 50 mg/ml).

3. Se incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente.
4. Posteriormente se afadieron 40 pl de SDS al 10% y se mezclo por
inversion.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Se incub6 durante 10minutos a 65°C.

Luego se afadio 10,5 pl de proteinasa K y se incubaron las muestras
durante 2 horas a 55°C.

Posteriormente se agregd 1 volumen de cloroformo-fenol-isoamilico (469ul
aproximadamente) y se mezclé con un vortex durante 10 segundos.

Se centrifugd a 14.000g durante 10 minutos.

Se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf, y se agregd 1
volumen de cloroformo (450 pl aproximadamente).

Se centrifugd de nuevo a 14000g durante 10 minutos.

Se transfirid la fase acuosa (aproximadamente 400 pl) a un nuevo tubo
eppendorf.

Se agregaron 1/10 volumenes de acetato de amonio (3M pH 5.2).

Se afiadieron 2 volumenes y medio de etanol a 100%.

Se incubo a -20C durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugd a 14.000g por 30 minutos.

Se descartd el sobrenadante y se lavdé con 300 pl de Etanol 75%, y se
centrifugd nuevamente a 14.000g durante 10 minutos.

Se descarto el sobrenadante y se colocaron los tubos en posicién invertida
en la estufa a 37C por 20 minutos o0 hasta secarse las paredes de los
mismos.

Se resuspendio el sedimento en 100 pl de agua destilada libre de
nucleadas.

Posteriormente se guardaron los tubos a -20C h asta el momento de su uso.
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PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

A continuacion se presentan las condiciones especificas que han sido
previamente estandarizadas en el laboratorio de Microbiologia Molecular y que se
utilizaron para la amplificacion de los genes de virulencia de H. pylori.

Para una reaccion con un volumen final de 25 pl, se agreg6 1ul de ADN
bacteriano (equivalente a 2,5 x 10" cel/ml) en 24 ul de mezcla de reaccién que
contenia: 2,5 ul de buffer PCR 10X; 0,75 pul de MgCl, 50mM; 0,2 pl de dNTPs
100mM; 35 pmol/ul de cada uno de los iniciadores (delantero y reverso), 0,2ul de
Tag polimerasa (5 U/ ul) y 19,35 ul de agua.

Igualmente para un volumen final de 25 pl, pero para ADN obtenido a partir
de biopsias gastricas se prepararon 20 pl de mezcla de reaccion, como la
sefialada anteriormente y se agregaron 5 pl del material genético (2 x 10 pug/ml).

Los genes de virulencia que se amplificaron fueron: ureC (294 pb), vacA
ml/m2 (567/642 pb), vacA sl/s2 (259/286 pb), cagA3" (Tipo A: 642-651 pb.

TipoB: 756pb. TipoC: 810-813pb. TipoD: 756pb) y babA (832 pb) (Tabla 1).
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Tabla 1: Cebadores usados para la amplificacion de los genes de virulencia de H.

pylori.
Gen/Alelo Cebador Secuencia Tamarfio
(Kb)
GLMME 5 -GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGG-3 204
ureC gimM
GLMMR 5 -GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC-3’
VAGE 5 -GGTCAAATGCGTCAYGG-3 567 (m1)
vacA ml/m2 642 (m2)
VAGR 5 -CCATTGGTACCTGTAGAAA-3
VAl — F 5 -ATGGAAATACAACAAACACAC-3 259 (Sl)
vacA sl1/s2 286 (s2)
VA1 -R 5 -CTGCTTGAATGCGCCAAC-3’
Tipo A:
CAGTE 5 -TCTAAAAAGATTACGCTCATAGGCG-3 642 — 651
cagA 3 Tipo B:
CAGTR 756
5 -CTTTGGCTTGCATGTTCAAGTTGCC-3’ Tipo C:
810 - 813
Tipo D:
756
BABA2E 5 -AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA-3’ 832
babA?2

BABAZ2R 5 TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA-3’

Las condiciones de los programas de amplificacion son mostradas en la Tabla 2.
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Tabla 2: Condiciones de Amplificacion.

Programa Tiem  cagA3’ ureC babA2 vacA  vacA
po (Tipo A: 642- (294pb) (832pb)  m1/m2 sl/s2
651pb.
TipoB:756pb. (547pby  (259pb
TipoC:810- 642pb) y
813pb. 284pb)
TipoD:756pb)
HOLD 15 94 C 94 C 94 C 94 C 94 C 1ciclo
min
Desnaturali- 1 min 94 C 94 C 94 C 94 C 94<
zacion
35
Ciclos
Hibridacion 1 min 55 C 60 C 56 C 56C 52T
Extension 1 min 72 <C 72 <C 72<C 72C 72<T
Extension 6 min 72 <C 72 <C 72<C 72C 72<T
final _
1 ciclo
Enfriar - 4<C 4C 4<C 4<C 4<C
Yamaoka y Kamali Quiroga y Atherton y col.,
Referencias: col., 1998 Sarvestamiy  col., 2005 1995

col., 2006

En base a los protocolos de amplificacion para cada gen existentes en el

laboratorio de Microbiologia Molecular, se estandariz6 un PCR multiplex para la
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deteccion del gen vacA con sus variantes alélicas m/s, siendo 55 la temperatura
de alineacion optima.

Para una reaccion de un volumen final de 50 pl, se agregaron 40 ul de
mezcla de reaccion con: 5 pl de buffer PCR 10X, 3 pl de MgCl, 50mM, 1.25 ul de
dNTPs 100mM, 35 pmol/pl de cada uno de los iniciadores vacA m/s (delantero y
reverso), 0,4 pl de Taq polimerasa (5 U/ ul); y 10pl (2 x 10"pg/ml) de ADN total de
biopsias gastricas 0 5 pl (equivalente a 2,5 x 10° cel/ml) de ADN de H. pylori

obtenido de cultivo, completando el volumen final con agua.

Electroforesis en gel de agarosa para la visualiza  cion del ADN.

Para la electroforesis en geles de agarosa se siguié el siguiente protocolo,

estandarizado previamente en el laboratorio de Microbiologia Molecular:

1. Los productos amplificados mediante PCR simple y PCR multiplex fueron
visualizados a través de una corrida electroforética en un gel de agarosa al
1% y 2%, respectivamente, tefiido con bromuro de etidio.

2. Esta mezcla se vertié en la bandeja, se colocaron los peines y se espero a
gue solidificara.

3. Se colocaron 10 pl de muestra con 3 pl de buffer de carga en cada bolsillo y
el marcador de peso molecular de 1,2 Kb.

4. Se corrieron los geles a 100 v durante aproximadamente 1 hora y fueron

visualizados en un transiluminador UV.
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ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas).

« Protocolo para la determinacion de IgA secretora es  pecifica anti-
Helicobacter pylori en saliva a través de la técnica de ELISA,

desarrollado en el laboratorio de Microbiologia Mol ecular, Instituto de

Biomedicina.

1.- Sensibilizacion: Se acopl6 el antigeno comercial de Helicobacter pylori
(BacTrace Positive Control Antigen Helicobacter pylori, Laboratorios Kirkegaard y
Perry), segun instrucciones del fabricante, diluido 1/100 en buffer carbonato pH 9,6
durante 2 horas a 37°C en Placas Nunc MaxiSorp (100ul/pozo).

2.- Se aspir0 la placa, colocandola boca abajo y eliminando el exceso.

3.- Bloqueo : Se agregaron 100 pl por pozo de PBST-BSA 0,5% (buffer fosfato
salino Tween 20, con albumina sérica bovina) y se incubo durante 2 horas a 37°C.
4.- Se aspiro la placa.

5.- Muestra: Se incubaron las muestras de saliva (100 pl/pozo) diluidas 1/10 con
PBST-BSA 0,5%, durante una hora a 37°C.

6.- Posteriormente se aspir0 y se lavo la placa 5 veces con PBS tween al 0,05%.
7.- Conjugado : Se agregaron 100ul/pozo de Anti IgA marcada con peroxidasa
(diluido 1/1000) en PBST-BSA 0,5%. Se incubd en estufa a 37°C por una hora.

8.- Nuevamente se aspird y lavo la placa, 5 veces con PBS tween al 0,05%.

9.- Revelado: Se revel6 con una solucion colorante de 10 mg de

ortoparafenildiamina (OPD) en 20 ml de buffer citrato pH 5,4, mas 30ul de H,0,.
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Se dejo incubar 15 minutos en oscuridad y se detuvo la reaccion agregando 30 pl
de H,SO4 (perdxido de Hidrégeno) 2,5N.
10.- Posteriormente fue leida la absorbancia a 490 nm en un lector de placas de
ELISA.

Se consideraron como positivos, los valores mayores de 0,400 UDO; punto

de corte previamente establecido por Ortiz y col., 2002.

* Protocolo para la determinacion de IgG en suero, a través de la

técnica de ELISA.

A partir de protocolos ya existentes en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular, se estandarizé una ELISA para la determinacion de anticuerpos IgG
séricos especificos anti- H. pylori.

Se probaron diferentes concentraciones de antigeno, muestra y conjugado,

obteniendo los mejores resultados con el siguiente protocolo:

1.- Sensibilizacion: Se acoplé el antigeno comercial de Helicobacter pylori
(BacTrace Positive Control Antigen Helicobacter pylori, Laboratorios Kirkegaard y
Perry), segun instrucciones del fabricante, diluido 1/100 en buffer carbonato pH 9,6,
durante 2 horas a 37°C en Placas Nunc MaxiSorp (100 pl/pozo).

2.- Se aspir6 la placa.
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3.- Bloqueo: Se agregaron 100 ul por pozo de PBST-BSA (buffer fosfato salino
Tween 20, con albumina sérica bovina) 0,5%, y se incubd por 2 horas a 37°C.

4.- Se aspir6 la placa.

5.- Muestra : Se incubaron las muestras de suero (100 ul/pozo) diluidas 1/100 con
PBST-BSA 0,5% durante una hora a 37°C.

6.- Posteriormente se aspird y lavo la placa 5 veces con PBS tween al 0,05%.

7.- Conjugado : Se agregd 100 pul/pozo de Anti-Human IgG marcada con
peroxidasa diluido 1/6000 en PBST-BSA 0,5%. Se incubo6 en estufa a 37°C por
una hora.

8.- Nuevamente se aspird y lavo la placa 5 veces con PBS tween al 0,05%.

9.- Revelado: Se revel6 con wuna solucibn colorante de 10mg de
ortoparafenildiamina (OPD) en 20 ml de buffer citrato pH 5,4, mas 30ul de H,0..
Se dej6 incubar 15 minutos en oscuridad y se detuvo la reaccion agregando 30ul
de H,SO, (perdxido de hidrogeno) 2,5N.

10.- Posteriormente fue leida la absorbancia a 490 nm en un lector de placas de

ELISA.

Analisis estadistico

Para realizar el andlisis de los datos se utilizé el programa estadistico Instat3,

ANOVA para la comparacion de medias y DS, y la prueba exacta de Fisher para la

comparacion de proporciones.



Estudio histopatologico

Fue realizado por el médico patélogo correspondiente en el Instituto
Anatomopatoldgico de la Universidad Central de Venezuela.

Cabe destacar que se obtuvieron sélo 43 resultados de los 57 pacientes
evaluados.

Para agrupar de manera adecuada la diversidad de patologias encontradas en
la poblacién de estudio se siguieron los criterios de la clasificacion histolégica de
Viena y Padova (Schlemper y col., 2000; Rugge y col., 2000), que consiste en 3
grandes grupos: 1.- engloba la gastritis cronica y la metaplasia intestinal y es
denominado: negativo para malignidad/displasia, 2.- encierra lesiones como la
hiperplasia foveolar y la metaplasia intestinal hiperproliferativa, y es denominado
indefinido para neoplasia/displasia y 3.- abarca la displasia de bajo grado y es

denominado como neoplasia de bajo grado (no invasiva).
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Resultados

En este trabajo de investigacion se evaluaron un total de 57 pacientes, que
asistieron a consulta de gastroenterologia del Hospital Universitario de Caracas,
de los cuales el 75% (43/57) fue de sexo femenino y el 25% (14/57) de sexo
masculino; con edades comprendidas entre 16 y 78 afios (edad promedio 51,33 +*
14,21 afios).

A la poblacion estudiada se le determiné el Graffar utilizando la clasificacion
Graffar modificada para Venezuela por Hernan Méndez Castellano, obteniéndose
gue un 56% (32/57) de la poblacion pertenecia a Graffar 1V, el 25% (14/57) al 1ll, el
16% (9/57) al V, y un 4% (2/57) al 1l. Cabe destacar que ninguno de los pacientes

pertenecio a la escala | de Graffar (Tabla 3).

Tabla 3: Clasificacion de Graffar modificada para Venezuela por Hernan Méndez

Castellano, para la poblacion estudiada.

Graffar (N total =57) Nro. Pacientes
(%)

0

| (Alta) (0%)
2

Il (Media alta) (4%)
14

Il (Media baja) (25%)
32

IV (Obrera) (56%)
9

V (Marginal) (16%)
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Cultivo de Biopsias gastricas

Una biopsia de cada paciente fue destinada para realizar el cultivo de H.
pylori, en placas con agar al 7% de sangre humana con suplemento de antibiéticos
(Vancomicina, Trimetoprima, Cefsulodina, Amfotericina B); obteniéndose un 16%
(9/56) de cultivos positivos, 52% (29/56) de cultivos negativos y un 32% (18/56) de
cultivos contaminados.

De las 56 biopsias gastricas sembradas, 53 fueron incluidas en medios de
urea para la determinacién de ureasa (prueba rapida de ureasa), resultando
positivas un 25% (13/53) y negativas un 75% (40/53) (Tabla 4).

Todos los cultivos positivos, fueron confirmados con la prueba rapida de la ureasa.

Tabla 4: Resultados de cultivos de H. pylori y prueba rapida de ureasa.

Positivo Negativo Contaminado

Cultivo o 0 0
(n=56) 9 (16%) 29 (52%) 18 (32%)
P.Ureasa 13 (25%) 40 (75%) N.A
Rapida
(n=53)
N.A: No Aplica

Los cultivos obtenidos, fueron repicados y almacenados para

posteriormente extraer ADN bacteriano que fue utilizado para PCR.
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Diagndstico molecular de  H. pylori.

Para la identificacion molecular de la bacteria, se aislo6 ADN con proteinasa
K, a partir de 57 biopsias gastricas y 9 cultivos de H. pylori.

Al realizar la PCR, de los 66 aislamientos de ADN total (57 obtenidos a
partir de biopsias gastricas y 9 a partir de cultivos), se detecté ADN de H. pylori en
el 70% (40/57) de las muestras.

Para la determinacion del gen vacA y sus variantes alélicas m/s, se
estandariz6 un PCR multiplex, a partir de protocolos establecidos en el laboratorio.
Esta PCR permite el analisis simultaneo de los diferentes subtipos del gen. Para
esto, se seleccionaron cebadores cuya temperatura de hibridacién estuviera en un
rango entre los 54C y 56C, y que sus pesos molecu lares fuesen distintos para
gue al observarlos en el gel de agarosa se lograran identificar. Este procedimiento
se intento probar con vacA m/s y cagA3’, pero debido al tamafio de los fragmentos
detectados por el cebador cagA3’, se hizo dificil la interpretacion de los resultados
en el gel de electroforesis. Posteriormente se hicieron pruebas con vacA m/s y
ureC pero al igual que con cagA3’, fue dificil diferenciar las variantes alélicas s1/s2
de ureC al visualizar las bandas en el gel de electroforesis. Es por ello que se
estandarizo el PCR multiplex con vacA y sus variantes alélicas m/s, ensayandose
en una amplia cantidad de muestras conocidas y corroborandose luego por PCR
simples, obteniendo resultados éptimos. En la figura 4 se observan los productos
de 259 pb para vacAsl, 286 pb para vacAs2, 567 pb para vacAml y 642 pb para
vacAmz2; estos productos fueron visualizados en una corrida electroforética en gel
de agarosa al 2%.
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Los genes ureC con 294 pb (Figura 5), cagA3” con sus diferentes tipos: A
(642-651 pb), B (756 pb), C (810-813 pb), D (756 pb) (Figura 6) y babA con 832 pb

(Figura 7), fueron visualizados en geles de agarosa al 1%.

vacA m? (§42 ph)

vacA ml (567 ph}

vacA #2 (286 ph)

vacA z1 (251 ph)

Figura 4 : Registro fotogréafico de la corrida electroforética de los productos de
PCR Multiplex de vacA m1/m2 y vacA s1/s2, de pacientes del Hospital
Universitario de Caracas, utilizando los cebadores VAGF/VAGR y VA1-F/VA1-R.
Carril A: Marcador de peso molecular 1200pb, Carril B — F: muestras, Carril G:
Control positivo para vacAmz2/s2, Carril H: Control positivo vacAm1/sl.
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(294 ph)

Figura 5 : Registro fotogréafico de la corrida electroforética de los amplificados de
ureC, de pacientes del Hospital Universitario de Caracas, usando los cebadores
ureC gimMR y ureC glmMF. Carril A: Marcador de peso molecular 1200pb, Carril

B-I: muestras, Carril J: Control positivo.
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Tipo C:

(810-813 ph}

Tipo B o D:
{756 ph}

Tipo A:
{642-651 ph)

Figura 6: Registro fotografico de la corrida electroforética de los amplificados de
cagA3’, de pacientes del Hospital Universitario de Caracas, usando los cebadores
CAGTF/CAGTR. Carril A: Marcador de peso molecular 1200pb, Carril B-D:

muestras, Carril E: Control negativo.
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hahA
32 ph)

Figura 7: Registro fotografico de la corrida electroforética de los amplificados de
babA, de pacientes del Hospital Universitario de Caracas, usando los cebadores
BABAZ2F/ BABA2R. Carril A: Marcador de peso molecular 1200pb, Carril B-C:
muestras, Carril D: Control negativo.

La frecuencia de los diferentes tipos alélicos de vacA y los genes de
virulencia de H. pylori se muestran en la figura 8. Se encontré un 53% (30/57) de
positividad para el gen ureC, un 37% (21/57) para la forma alélica del gen vacAsl1,
un 33% (19/57) para vacAs2, 28% (16/57) para vacAm1l y 26% (15/57) para vacA
m2. No se encontraron diferencias significativas al comparar las variantes alélicas
de vacA. Se observé un 9% (5/57) de frecuencia en el gen cagA3" y 5% (3/57)
para el gen babA. Se encontrd un porcentaje de coinfeccion de cepas vacA m1/m2

del 4% (2/57) y para vacAs1/s2 del 9% (5/57).
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Figura 8 : Frecuencia de genes de H. pylori, en poblacion estudiada.

En referencia a la frecuencia de combinacion de los distintos tipos alélicos
del gen vacA, encontrados en los aislados de las muestras de ADN evaluadas, se
pudo observar que la combinacion mas frecuente fue vacA ml/sl con un 25%
(14/57), seguido de de vacA m2/s2 con 18% (10/57) y vacA m2/sl y vacA ml/s2
con 7% (4/57) y 5% (3/57), respectivamente. Encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p=0,0189) al comparar vacA ml/sl y m2/sl y

también al comparar vacA m1/sly vacA ml/s2 (p=0.016) (Figura 9).

53



25%

N
a1

18%

207/ |
%15/ (p=0.016) (p=0,0189)
% 10,/ 5% %
o |
A0
° vacAml/s1 | vacAml/s2 | vacAm2/s1 | vacAm2/s2

Combinaciones alélicas

Figura 9 : Frecuencia de las combinaciones alélicas del gen vacA (m/s) de H.

pylori en la poblacién estudiada.

Patologias encontradas por estudio histopatoldgico.

Los resultados histopatologicos se muestran en la Figura 13, donde se
observa que el 40% (17/43) de los pacientes present6 hiperplasia foveolar, el 33%
(14/43) gastritis cronica, el 17% (7/43) metaplasia intestinal, el 7% (3/43)

metaplasia intestinal hiperproliferativa y el 5% (2/43) displasia de bajo grado.
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Figura 10: Resultados histopatoldgicos de biopsias gastricas de los pacientes

evaluados. N = 43.

La presencia de H. pylori determinada por PCR en cada lesién se muestra
en la Tabla 8, donde se observa que el 57% (8/14) de los pacientes con gastritis
cronica, el 71% (5/7) de los pacientes con metaplasia intestinal, la totalidad de los
pacientes (3/3) con metaplasia intestinal hiperproliferativa y el 82% (14/17) de los
pacientes con hiperplasia foveolar evidencian la presencia de H. pylori. En cambio,
para el 2% de los pacientes que presentaron displasia de bajo grado, en ninguno

de los casos se detecto la presencia de H. pylori.
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Tabla 5: Presencia de Helicobacter pylori detectado por PCR en las distintas

patologias gastricas.

N =43 Hp Hp
positivo  negativo
8/14 6/14
Gastritis Cronica (57%) (43%)

Metaplasia Intestinal 5/7 (71%) 2/7 (29%)

3/3 0/3
Metaplasia Intestinal (100%) (0%)
Hiperproliferativa
14/17 3/17
Hiperplasia Foveolar (82%) (18%)

Displasia de Bajo Grado 0/2 (0%) 2/2 (5%)

Al relacionar la malignidad de la lesion con las variantes alélicas del gen
vacA m/s (Figura 14), se observo que un 50% (6/12) de pacientes con cepas vacA
m1l/sl, presentaron hiperplasia foveolar; el 25% (3/12) present6 gastritis crénica,
el 17% (2/12) metaplasia intestinal hiperproliferativa y el 8% (1/12) metaplasia
intestinal.

En cuanto a las cepas con las variantes alélicas vacA m2/s2, se encontro
presente en un 33,33% (1/3) de pacientes con Hiperplasia foveolar, 33,33% (1/3)
metaplasia intestinal y 33,33% (1/3) metaplasia intestinal hiperproliferativa.

En el caso del paciente (100% (1/1)) que presentd cepas vacAml/s2 se

encontrd que éste padecia de hiperplasia foveolar, mientras que los dos pacientes

56



(100% (2/2)) infectados con cepas vacAm2/sl presentaban lesiones de metaplasia
intestinal.

Cabe destacar que en un pequefio grupo de pacientes (7/7) no se logro
tipificar vacA m1/m2. De este grupo, el 71% (5/7) presentd hiperplasia foveolar y

29% (2/7) gastritis cronica.
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Figura 11 : Distribucion de las patologias gastricas y las variantes alélicas de vacA

m/s encontradas en la poblacién evaluada

Respuesta inmune.

Se determinaron anticuerpos IgG especificos en suero e IgA secretora en
saliva anti-H. pylori, mediante Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA).

Las 57 muestras de saliva obtenidas, fueron analizadas por duplicado en
placas de ELISA (figura 10) y posteriormente leidas en un lector de placas de

ELISA a 490 nm para la determinacion de unidades de densidad Optica,
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obteniendo asi que, 70% (40/57) de los pacientes fueron positivos, con valores por
encima del punto de corte establecido en estudios previos (Ortiz y col., 2001), 5%
(3/57) de los pacientes fue indeterminado y 25% (14/57) de los pacientes
resultaron IgA negativos (Tabla 5).

En la figura 11 se observan los niveles de IgA secretora de acuerdo a las

lesiones géstricas encontradas en los pacientes evaluados.

Blanco

Control
positivo

Control
negativo

Figura 12 : Placa de 96 pozos de ELISA, para determinacion de IgA secretora
especifica anti-H. pylori. Pozos 1-2: Blanco, 3-92: Muestras, 93-94: Control

positivo, 95-96: Control negativo.
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Tabla 6: Niveles de anticuerpos IgA anti- H. pylori en la poblacion estudiada.

(ntotal=57) Ppositivos Negativos Indeterminado

Nro

Pacientes 40 14 3

Porcentaje (70) (25) 5)
(%)

=
)]
]

0,60

=
o
1

o
)
]

IgAs anti H. pylori (UDO)

o
o

I G
Patologias gastricas

GCA: Gastritis Cronica Activa, MI: Metaplasia Intestinal, MIH: Metaplasia
Intestinal Hiperproliferativa, DGBG: Displasia Géastrica de Bajo Grado

Figura 13: Niveles de IgAs anti H. pylori de acuerdo a las patologias géastricas

encontradas en los pacientes evaluados.

Para la determinacion de anticuerpos sericos 1gG especificos anti-H. pylori,
se estandariz6 una ELISA casera con muestras conocidas y diferentes

concentraciones de antigeno, muestra y conjugado. Con la prueba ya
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estandarizada, las 57 muestras de suero de los pacientes se trabajaron por
duplicado en placas de ELISA para determinar unidades de densidad 6ptica de
IgG anti-H.pylori y posteriormente fueron leidas en un lector de ELISA a 490 nm.
Para poder establecer valores positivos y negativos en esta prueba es necesario
un numero mayor de muestras para poder establecer un punto de corte. Los
niveles de IgG sérica especifica de acuerdo a las patologias géastricas observadas

se muestran en la figura 12.
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GCA: Gastritis Cronica Activa, MI: Metaplasia Intestinal, MIH: Metaplasia
Intestinal Hiperproliferativa, DGBG: Displasia Gastrica de Bajo Grado

Figura 14: Niveles de IgG sérica anti- H. pylori de acuerdo a las patologias

gastricas encontradas en los pacientes evaluados.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relacion a
los valores de densidad optica de anticuerpos IgA secretores e IgG seéricos con

respecto a la presencia de H. pylori y la positividad del cultivo. (Tabla 6y 7).

Tabla 7: Valores promedio y desviaciéon estandar de anticuerpos IgA secretores de

acuerdo a la positividad por cultivo y PCR.

N=57 N=56
Hp + Hp- Cultivo + Cultivo —
(n=35) (n=19) (n=9) (n=28)

Promedio 0,620+ 0,325 0,594+0,357 0,589+0,468  0,685+0,332

Valores en D.O
Hp +y Hp — determinado por PCR

Tabla 8: Valores promedio y desviacion estandar de anticuerpos IgG séricos de

acuerdo a la positividad por cultivo y PCR.

N=57 N=56
Hp + Hp- Cultivo + Cultivo —
(n=35) (n=19) (n=9) (n=28)

Promedio 0,703+0,388 0,571+0,368 0,921+0,522 0,575+0,267

Valores en D.O
Hp +y Hp — determinado por PCR
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Discusion

La infeccion por H. pylori afecta mas del 50% de la poblacion mundial. La
prevalencia oscila desde un 20% en paises desarrollados hasta un 90% en paises
en vias de desarrollo (IARC, 1994). H. pylori es ahora reconocida como el principal
agente causal de una variedad de enfermedades gastricas como gastritis cronica,
ulceras pépticas y cancer gastrico (Forman y col.,, 1991; Gatti y col., 2005;
Montecucco y col., 2001; Peek y col., 2002).

Durante las dultimas dos décadas, un gran numero de técnicas de
diagnédstico tanto invasivas como no invasivas han sido reportadas para la
deteccion e identificacion de la infeccion por H. pylori. Todas estas pruebas o
técnicas difieren en cuanto a sensibilidad y especificidad por lo que los estudios
clinicos se ven limitados (Cardinali y col., 2003; Gatti y col., 2006; Lim y col., 2003;
Park y col., 2003; Rudi y col., 1999).

En Venezuela existe una alta prevalencia de infeccion por H. pylori, pues se
ha evidenciado un 66% de seroprevalencia en poblaciones infantiles de bajo nivel
socioecondémico (Pifiero y col., 1989; Ortiz y col., 2002) y variaciones de 40% a
90% en adultos de diferentes estados del pais. Las condiciones socioeconémicas
e higiénicas asi como las caracteristicas ambientales y genéticas de la poblacion
son factores determinantes en la adquisicion de la infeccion (Ortiz y col., 2002).

En este estudio, la mayoria de la poblacién evaluada pertenece a los
niveles socioeconémicos mas bajos, encontrandose un 72% de positividad de

infeccion por H. pylori, concordando con lo reportado en estudios anteriores,
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donde se determind que la infeccion esta inversamente relacionada con el estatus
socioecondémico, es decir, un nivel socioecondmico bajo esta asociado con un
incremento en la prevalencia de infeccion por H. pylori y es un factor importante en
la exposicién y reinfeccion del individuo (Thomas y col., 1997).

Cabe destacar que en los resultados obtenidos no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en relacion a la edad de los pacientes,
presentando un promedio de 51,33 * 14,21 afios.

El cultivo bacteriolégico ha sido descrito como prueba “de oro” para la
identificacion de H. pylori (Jawetz y col., 2002; De Ardilla y col., 2001; Esplugues y
col., 1996). En esta investigacion el porcentaje de positividad de cultivos fue bajo
(16%), debido a que el método depende de factores importantes como el
transporte de la biopsia desde el centro hospitalario donde se tomo6 la muestra
hasta el laboratorio donde se realiza el cultivo, el tiempo de exposicion de la
biopsia en medio de solucion salina, la asepsia de utensilios en la toma de la
muestra y en la siembra y, las condiciones adecuadas de temperatura y
microaerofilia. Ademas, es posible que la biopsia utilizada para cultivo se haya
tomado de una porcion de antro no colonizada por H. pylori (Martel y col., 2010).
Lo ideal seria aislar ADN a partir del cultivo para su diagnostico molecular, sin
embargo debido a los diferentes factores que pueden influir en el mismo, es
necesario aislar ADN de biopsias gastricas para la obtencion de los resultados.

El diagnostico molecular de H. pylori mediante la PCR es de gran
sensibilidad y especificidad para la deteccion molecular de la bacteria (Berroteran

y col., 2002b). La literatura reporta que la PCR es capaz de detectar la presencia
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de H. pylori a partir de ADN de biopsias de pacientes que han resultado negativos
para cultivo (Hammar y col, 1992).

En 1997, se realiz6 el primer reporte de la existencia de diferentes familias
de secuencias sefales de vacA, (s1y s2) y de dos diferentes familias de los alelos
de la region media (m1 y m2). Los autores refieren que los genotipos vacA son
mosaicos de las secuencias sefal y regiones media, y todas las combinaciones
posibles de estas regiones han sido identificadas (Atherton y col., 1997). A partir
de ese momento, muchas investigaciones han sido realizadas sobre los genotipos
de vacA de H. pylori, demostrandose que s1 y ml estan estrechamente asociados
con el nivel de actividad de VacA in vitro asi como de sus consecuencias clinicas
(Atherton y col., 1996; Yamaoka y col., 2002; Wada y col., 2004; Xiang y col.,
1995).

En este estudio se estandarizO un PCR multiplex; una técnica simple y
rapida de deteccion de ADN de H. pylori, que identifica la presencia del gen vacA
y sus secuencias sefal (s1y s2), asi como también los alelos de region media (m1
y m2), en una sola reaccion.

Aunqgue vacA esta virtualmente presente en todas las cepas de H. pylori,
solo cerca del 50% produce la citotoxina, que al ser purificada, es capaz de inducir
necrosis epitelial gastrica y ulceracion, cuando se administra por via oral a ratones.
Estudios in vitro han demostrado que VacA causa vacuolizacion masiva y muerte
de un numero de lineas celulares humanas (Leunk y col., 1988; Lupetti y col.,

1996).
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Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que en los pacientes
evaluados se identificaron todas las combinaciones alélicas de vacA, siendo la
mas frecuente vacA m1/s1 con un 25% (14/57).

La variante sl estd frecuentemente asociada con el alelo mi,
encontrandose presente en un gran numero de pacientes con lesiones
precancerosas. La relacion entre el estado de vacA ml/sl y el desarrollo de
cancer gastrico fue demostrada en estudios realizados en paises Europeos (Basso
y col., 1998; Van Doorn y col., 1998).

Se ha reportado la presencia de 2 grupos fenotipicamente distintos: Las
bacterias de tipo 1, que expresan la citotoxina asociada al gen cagA y la citotoxina
vacuolizante asociada al gen vacA; y el tipo 2, donde cagA esta ausente y la
actividad de la citotoxina vacuolizante es poco manifestada a pesar de estar
presente el gen vacA (Xiang y col., 1995).

Segun la literatura, algunas investigaciones han demostrado que la mayoria
de los pacientes con cancer gastrico, presentan cepas de H. pylori con fenotipos
vacA ml/sl y cagA positivos; concluyendo asi que cagA juega un papel critico y
por lo tanto es un factor de virulencia clave en cepas de H. pylori responsables del
desarrollo de cancer géstrico (Mahboob y col., 2005; Chattopadhyay y col., 2004;
Plummer y col., 2007).

Sin embargo, algunas investigaciones han sefialado que no existe
correlacion entre la prevalencia de cepas cagA positivas y el riesgo de desarrollar
cancer gastrico (Louw y col., 2001). Koehler y col., compararon otros genes de H.

pylori asociados a virulencia demostrando que cagA no representa un factor de
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riesgo especifico para el desarrollo de céancer gastrico (Koehler y col., 2003).
Otras investigaciones, estudiaron la diversidad genotipica de la Isla de
Patogenicidad cagA, obteniendo datos que indican que la supresion del gen cagA
esta frecuentemente relacionada con patologias severas que con gastritis
superficiales (Matteo y col., 2007).

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron que el 9% (5/57) de la
poblacion estudiada presentd cepas cagA positivas, sin observarse un patron en
relacion con las lesiones precancerosas desarrolladas. Es posible que H. pylori
sufra cambios genéticos en la isla de patogenicidad cag posiblemente
relacionados con las modificaciones del microambiente gastrico, razon por la cual
no se haya detectado el gen cagA en un mayor nimero de pacientes (Matteo y
col., 2007). Es importante realizar este estudio en un mayor nimero de pacientes
para obtener resultados mas contundentes.

La coexistencia de cepas con diferentes genotipos de vacA puede ser
explicada de diferentes formas. Una de ellas radicaria en que los genotipos
diferentes de vacA, podrian ofrecer ventajas no competitivas a las cepas. La
segunda de ellas seria que diferentes genotipos podrian conferir diferentes
ventajas que permitirian que las cepas sobrevivieran en nichos ecoldgicos
diferentes dentro de la mucosa gastrica y la posibilidad de recidivas de la infeccién,
después del tratamiento (Morales-Espinosa y col., 1999; Perrone y col., 2009).

El porcentaje de coinfeccion en esta investigacion oscilo entre el 4% y el 9%
en cepas vacAml1/m2 y vacAsl/s2, respectivamente.

El riesgo de coinfeccion o superinfeccion con multiples cepas es mas alto
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en paises donde la prevalencia de infeccion por H. pylori es alta, lo que justificaria
lo encontrado en este estudio, debido a que en nuestro pais existe una alta
prevalencia de infeccion, demostrada en estudios previos (Morales-Espinosa y col.,
1999; Berroteran y col., 2002b; De Sousay col., 2006; Perrone y col., 2009).

Se ha descrito que la adherencia de H. pylori al epitelio gastrico, gracias a
la adhesina BabA juega un papel importante en la liberacion eficiente de los
factores de virulencia (llver y col., 1998). Otras investigaciones han reportado que
la presencia del gen babA podria ser un buen indicador de la habilidad de las
bacterias para expresar la adhesina de unién a antigenos LewisB (BabA); ademas,
encontraron una asociacion significativa entre la deteccion de babA en aislados
provenientes de la poblacion alemana y la presencia de uUlcera duodenal y
adenocarcinoma gastrico (Gerhard y col., 1999). En un estudio posterior, se
reportd una importante relacion entre el genotipo vacAsl/cagA positivo y babaA,
ya que el 81% de cepas cagA positivas vacAsl portaban también babA.

A diferencia de esto, los resultados obtenidos en esta investigacion
sugieren una baja frecuencia de babA (5%) sin asociarse a la presencia de los
genes cagA o vacAsl o, a alguna patologia. En estudios preliminares ain no
publicados de nuestro grupo de investigacion, donde se han evaluado diferentes
poblaciones de Caracas la frecuencia del gen babA es baja. Estos resultados son
similares a los reportados por Kim y col., quienes evaluaron el genotipo babA en
cepas coreanas y no encontraron correlacion con mayor riesgo de enfermedad
(Kimy col., 2001).

En este trabajo de investigacion sélo se tuvo acceso a los resultados
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histopatologicos de 43 de los 57 pacientes estudiados. La frecuencia de lesiones
negativas para malignidad fue de 48,5%, de lesiones indefinidas para displasia
46,5% y de displasia de bajo grado no invasiva en un 5%.

De estas lesiones, la presencia de H. pylori fue detectada en 62% de las
lesiones negativas para malignidad, 85% de las lesiones indefinidas para displasia
y en ningun caso de displasia de bajo grado se observo la presencia de la bacteria.

Estos resultados corresponden a lo esperado, ya que se ha descrito que no
soélo la infeccion por H. pylori es capaz de inducir el cancer gastrico, sino que
existen otros factores como la susceptibilidad genética e inmune del huésped y los
propios de la bacteria, que contribuyen con la induccion de esta patologia. (Taylor
y Parsonett, 1995; Fox y Wang, 2007). Asi mismo, se ha reportado que en
lesiones cronicas pero no malignas como gastritis cronica y metaplasia intestinal,
la incidencia de la infeccion por H. pylori es elevada alcanzando su punto més alto
en lesiones indefinidas para malignidad, como la hiperplasia foveolar y metaplasia
intestinal hiperproliferativa. Posteriormente cuando la lesion pasa a ser maligna
como displasia de bajo grado, la bacteria migra a otros sitios del estbmago, donde
la mucosa gastrica no ha sufrido dafios y tiene las condiciones adecuadas para su
colonizaciéon (Martel y col., 2010).

En cuanto a la respuesta inmune observada en este estudio, se obtuvo un
70% (40/57) de positividad al determinar anticuerpos IgA secretores en muestras
de saliva. Con respecto a la inmunidad de la mucosa, es evidente que los
anticuerpos IgA desempefan un papel primordial en la defensa contra cuerpos

extrafios (Goto y col., 1999). Por lo tanto, las deficiencias en la produccién de este
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anticuerpo podrian ser indicador de dafo de los tejidos de la mucosa (Ortiz y col.,
2003). Esto explica los casos en los que el paciente presenta patologias como
hiperplasia foveolar o displasia de bajo grado, encontrandose valores de densidad
Optica de anticuerpos IgA secretores bajos. Por otra parte, las condiciones
ambientales, higiénicas y socioecondmicas de estos pacientes pueden tener
relacion con alteraciones inmunoldgicas del tracto gastrointestinal (Ortiz y col.,
2003).

El 70% de los valores obtenidos estdn por encima del punto de corte
establecido en estudios anteriores (Ortiz y col., 2000), lo que sugiere el desarrollo
de una respuesta inmune local (Borodoy y col., 1992).

Por lo tanto los resultados obtenidos estan acorde con lo reportado
anteriormente por Ortiz y col.(2002) en donde sugieren que anticuerpos IgA
secretores en saliva pueden jugar un papel importante en la inmunidad gastrica
frente a la infeccién por H. pylori, asociado a la cronicidad y fase activa de la
enfermedad gastrica, por lo que la determinacién de IgA secretora pudiera ser un
parametro importante en el seguimiento y control de la enfermedad, lo cual
ademas tendria valor en estudios de nifios por ser una prueba no invasiva (Ortiz y
col., 2002). Estudios han demostrado que el descenso significativo en el titulo de
anticuerpos IgA, generalmente se produce después de seis meses de haber
estado en contacto con la infeccion (Ortiz y col., 2002).

La serologia ha encontrado su principal aplicacion en los estudios
epidemioldgicos y se ha utilizado para conocer los porcentajes de prevalencia

de H. pylori en distintas poblaciones. Otra indicacién importante de las
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investigaciones seroldgicas es su aplicacion en el seguimiento del tratamiento de
erradicacion a largo plazo, ademas de su viabilidad por ser pruebas de diagndstico
no invasivas. Sin embargo, los anticuerpos IgG permanecen durante largo
periodo como consecuencia de una respuesta de memoria por lo cual no se
pueden diferenciar los casos de infeccién activa de aquellos que sean positivos de
una larga data, por tanto no todos los individuos que son seropositivos tienen
infeccidn gastrica por H. pylori clinicamente activa (Kreuning y col., 1994).

En esta investigacion, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de IgAs e IgG para cada patologia, estas
valoraciones deben realizarse en un mayor nimero de pacientes y con numeros
comparables de individuos en cada grupo de patologia para poder tener una idea
clara del comportamiento de estos anticuerpos frente a la infeccion y las
patologias géstricas asociadas. Ademas, el estudio en un namero mayor de
muestras permitird establecer un punto de corte y asi poder discriminar los
valores positivos de los negativos.

A pesar de que el nimero de muestras es pequefio, los resultados de esta
investigacion contribuirdn a la identificacion de cepas de H. pylori mas frecuentes
en Caracas y su asociacion con enfermedades gastricas severas, tomando en

cuenta la alta prevalencia de la infeccion por H. pylori que existe en Venezuela.
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Conclusiones

Se observo una alta prevalencia de cepas de Helicobacter pylori vacA m1/s1

en la poblacion con patologias gastricas severas estudiada.

Se observé un bajo porcentaje de coinfeccion de cepas vacA ml/m2 y vacA

s1/s2.

Se encontr6 baja prevalencia de cepas con el gen babA.

El cultivo bacteriologico es la prueba de oro para el diagnéstico de la infeccion
por H. pylori. Ademas, la cantidad y calidad del ADN que se obtiene a partir del
mismo es el ideal para la realizacion del estudio molecular. Sin embargo, es
necesario unificar criterios para optimizar la técnica evitando los posibles focos
de contaminacion o inhibicion del crecimiento. Ademas debe tomarse en
cuenta que existen casos en los que las muestras son tomadas de lugares del
estbmago donde H. pylori no ha colonizado, dando como resultado falsos

negativos.

Los anticuerpos IgA secretores en saliva estan asociados a la cronicidad y fase

activa de la enfermedad gastrica, por lo que la determinacién de estos es un

factor importante en el seguimiento y control de la enfermedad.
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Los niveles de anticuerpos IgA secretores, determinan actividad de la infeccion
en los casos en que el individuo no presenta dafos celulares y las células

promuevan una respuesta inmune.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores

obtenidos de IgA secretora e IgG sérica y las patologias encontradas.

En este estudio se encontrd una baja prevalencia de infeccion por cepas cagA
positivas. Es importante realizar estudios en un mayor nimero de pacientes
con lesiones gastricas precancerosas para poder determinar la prevalencia y

asociacion de este gen con las patologias gastricas.
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Recomendaciones

Para la determinacién de IgG sérica, se plantea realizar un estudio en una
poblacion mayor para establecer un punto de corte y asi discriminar entre

valores positivos y negativos.

Se propone realizar un estudio donde se tomen biopsias gastricas de
distintas zonas del estbmago, para determinar si en efecto H. pylori migra a
determinadas zonas del estbmago donde el dafio celular sea menor y por

ende el microambiente sea el 6ptimo para la bacteria.

Se plantea realizar el estudio con nimeros comparables de individuos en

cada grupo de patologia.

Se propone realizar un estudio mas exhaustivo donde se tome en cuenta un
grupo de pacientes con gastritis superficial y otro grupo con lesiones
precancerosas. para poder establecer valores epidemiologicos y de

prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en Venezuela.

Es necesario tener muy en cuenta las condiciones de asepsia que son
necesarias para la optimizacion de la toma de muestras destinadas al
cultivo bacteriologico, tomando en cuenta la importancia de la esterilizacion

adecuada de la pinza para evitar posible contaminacion.
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Anexo 1

INSTITUTC DE BIOMEDICINA

rio de Salud v Desarrcllio Social - UCY

el
[
b
o
-
)
i
"

Caracas. YVeneruela

Planilla No.

Consentimiento Informado para participar en el proyecto de investigacion titulado:
“Perfil inmunolégico, genctipo bacterianoc y patologias gastroduodenales asociadasa la
infeccion por Helicobacter pylori en individuos venezolanos”

Por medio de la presente hago constar que he sido informadeoe {a) de la posible relacion existente
entre la enfermedad gastrica que actualmente presento y la infeccion por la bacteria  Helicobacter
pylori, la cual se encuentra bajo investigacion en este proyecto que tiene como objetivo generall
Evaluar el perfil inmunolégico asociado a la genética bacteriana y enfermedades gastricas
relacionadas con la infeccidn por Helicobacter pylori en individuos venezolanos. De la misma
manera he sido informado (a) que para dicha evaluacion me serd tomada una muestra de 8mi de
sangre, una de 3ml de saliva v me seran tomadas 2 biopsias de estomago adidonales a las
estipuladas por el gastroenterélogo que me realizara el estudio endoscopico, ademas; se me
realizara una encuesta que contiene preguntas sobre antecedentes familiares y datos
socivecdnomicos. El control medico, asi como los exdmenes de laboratorio contemplados dentro
del protocolo, serdn completamente gratuitos v no recibiré ninguna remuneracion por participar en
este estudio. Por otro lado, se me ha indicado que seré informado (a) de los resultados de los
exdmenes que me realizaran, los cuales ayudaran al diagnostico de nu enfermedad, y que los
mismos seran guardados con estricta confidencialidad, pudiendo ser los datos publicados en
revistas cientificas completamente andnimos, ademas podré retirarme del estudio en el momento
que lo crea conveniente sin ninguna consecuendia.

En este sentido, Yo, __ portador de la
cédula de identidad IN° declaro que accedo voluntariamente a
participar en este proyecio y gue se me realicen los estudios de diagndstico v seguimiento

periinentes.
En caso de ser el{la) paciente voluntario {a) menor de edad el (la) representante legal se har
responsable de lo anteriormentte expuesto

En Caracas, a los _dias del mesde de 200

eV

Firma del Paciente Voluntario

En caso de ser el paciente menor de edad firma el representanite legal:
o

T

Firma =
Apellido iy Nombre en letra de impren ta: s SO

Dr. Responsable:

Testigo:
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Anexo 2

Graffar

NG

Nombre:

1.- Instruccién del jefe de familia:

2.- Instruccion de Ia madre:

3.- Fuente de ingreso:

4.- Alojamiento:

Puntaje:

1.~ Universitario
2 .- Técnico
3.- Empleado o pequelic comerciante
4 - Obrero especializado
5.- Obrero no especializado

1.- Universitaric o equivalente

2.- Secundaria completa o técnico superior
3.- Secundaria incompleta o técnico inferior
4 - Educacién primaria o analfabeta

5.- Analfabeta

1.- Rentas

2.- Ganancias-beneficios-honorarios
3.- Sueldo (mensual)

4 - Salario (semanal-diario-por tareas)
5.- Donaciones-trabajos ocasionales

1.- Optimo con lijo

2. - Optimo sin lujo

3.- Buenas condiciones sanitarias (espacios
reducidos)

4 - Algunas deficiencias sanitarias (espacios
reducidos)

5.- Condiciones inadecuadas (rancho)

Clasificacion: 1.- Clase alta (0-6)
2 - Media alta (7-9)
3.- Media baja (10-12)
4.- Obrera (13-15)
5 - Marginal (16-20)
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Anexo 3

Froyecto de Investigacién: “Perfil inmunoldgico, genotipo bacterianoc y patologias
gastroduodenales asociadas a la infeccidn por Helicobacter pylor en individuos
venezolanos”

ENCUESTA

“ Numero de identificacion del individuo:

+ Sexo: M E
informacidn sobre la entrevista
Fecha de la gastroscopia de entrada; / /

dia mes afo

¥ Fecha de enirevista: / /

dia mes ano

identificacidn médica y residencia actual:
Cedula de identidad:

N¢ de historia médica:

Nombres y apellidos:
Direccion;

Telefono:
Municipio:
Estado:

Tipo de localidad:

1- Rural dispersa (<500 habitantes)

2- Rural (500-999 habitantes)

3- Semiurbana (1000-2499 habitantes)
4- Urbana (>2500 habitantes)

Fecha de nacimiento: s
dia mes ano
Edad:
Lugar de nacimiento:
Municipio:
Estado:
Sabe ud. leer y escribir: / /
.81 . Ne

Nivel de instruccion
Cual es su ocupacion, trabajo o actividad actual:
En su casa tiene agua de acusducto?

1. &1 2. Ne

Qué tratamiento le dan generalmente al agua?

1.- Ninguno I #
2.~ Hervido Z
3.- Filtrado -
4.- Filtrado y hervido I
&~ Otro (especificar) -
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Alguno de sus parientes cercanos (padres, hermanos, hijos) ha tenide alguna de las
siguientes enfermedades? 1.5 Z. No

Enferrmedad Mama Papa hemanos Esposofa) Hijos
Tios

. Ulcera duodenal

. Uicera de estomago

. Gastritis

. Cancer de estomago

. Cancer de esdfago

. Céncer de colon

. Otro cancer (especificar)

~NOOS WN -

[T
[T
|

- Ha consumido usted en el Ultimo afo antibicticos?
1.8 2 No
Especifique fecha de la Gitima vez:

- Se ha examinado alguna vez usted en esta institucion? /___/
1.8 2. No

- Cuantos examenes de estomago se harealizado usted?/ __ /
Especifique ano:
1¢ examen L0 / 4° examen /___/ /

2% examen / / 7 52 examen / / /

3°examen /___/ [

- - Ha tenido alguno de los siguientes sintomas

Pérdida de apetito

Pérdida de fuerza

Ferdida de peso

Ardor de estémago

Agriuras

Vomitos de alimentos

Vémitos de sangre

Diarrea

Estredimiento -

Evacuaciones negras

Mareos

Desagrado a comidas

Salivacion abundante

Dolor abdominal

Llenura después de comer

Dificultad para tragar

intolerancia a alimentos

™
—~—
L

T oo
Tl el Ml el el

AR

L

1L

B T

B L L N
e

i

-Desde cuando se siente enfermo?

-~ Ha tenido usted enfermedades del estémago? 1. Si 2. No
Especifigue:
Fecha:

% - Ha recibido tratamiento para enfermedades del estémago?

i. 8 2.No
Especifique
Fecha;
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