1. INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo gramnegativo causante de la infeccion
cronica mas frecuente en el hombre, infecta la mucosa géstrica de mas del 50% de la
poblacién mundial (Chey & Wong, 2007; Kamali-Sarvestani et al., 2006; Linpisarn et
al., 2005; Michetti & Svennerholm, 2003). La prevalencia de infeccion por H. pylori a
nivel mundial es 10 al 50% en los paises desarrollados y cerca del 90% en aquellos
paises en vias de desarrollo (Moncayo et al., 2006), varia segin edad, localizacion
geografica y estatus socioeconémico de los individuos, existiendo mayor prevalencia en

los estatus socioecondmicos bajos (Shahanat et al., 2004; Moncayo et al., 2006).

H. pylori es comunmente asociado con el desarrollo de patologias gastricas siendo
la gastritis cronica la mas comun (Chey & Wong, 2007). En 1994, fue identificado
como el agente causal de la Glcera péptica (Alba et al., 2006; Nomura et al., 2000) y en
el mismo afio, la Agencia Internacional en Investigacion del Cancer de la Organizacion
Mundial de la Salud declaré a H. pylori como agente carcindgeno altamente peligroso
en humanos (Ramos et al., 2005; Cava & Cobas, 2003), considerandolo como el
principal factor de riesgo para desarrollar adenocarcinoma gastrico y linfoma del tejido
linfoide asociado a las mucosas (linfoma tipo MALT) (Noy, Yahalom, Zaretsky, Brett &
Zelenetz, 2005).

El cancer gastrico es una de las neoplasias mas frecuentes en el mundo
(Shibata et al., 2002). En Ecuador el cancer gastrico es un serio problema de salud
publica, este representa el 12.7% de todos los casos de cancer con una prevalencia de 29
casos por cien mil habitantes (Debets-Ossenkopp et al., 2003). Segun las tasas de
incidencia de neoplasia gastrica, publicadas en el VII volumen de “Cancer Incidence in
Five Continents” (CI5vol.VII), las mujeres ecuatorianas se sitlan en décimo primer
lugar a nivel mundial y los hombres en décimo quinto, lo que refleja una alta incidencia
(Corral, Cueva & Yépez, 2004). En los ultimos afios en la mayor parte de paises se ha
ido identificando una tendencia decreciente a desarrollar esta neoplasia, sin embargo en

nuestro pais por el contrario, la frecuencia esta aumentando (Corral et al., 2004).
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La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica biotecnoldgica
que permite amplificar el ADN. Su proceso es basicamente copiar entre cien y cientos
de miles un fragmento determinado de cualquier genoma. Por su alta especificidad y
sensibilidad ha demostrado ser muy util en el diagndstico de virus, parésitos y bacterias
de dificil cultivo (Premoli et al., 2004).

Con la revolucion de las técnicas moleculares, la PCR, se ha constituido en uno
de los métodos mas Utiles y eficaces en ausencia de métodos de diagnostico alternativos
0 cuando éstos son muy complejos, mejorando la eficacia diagndstica, complementando
métodos convencionales o si se requiere un diagnostico rapido del agente etiolgico,
abriendo una nueva etapa de diagndstico denominado diagnéstico molecular (Qiang,
Wang, Osato & Lachman, 2002). La técnica molecular de PCR exige ciertas
especificaciones y requerimientos, pero una vez estandarizados, convierten a la PCR en
una técnica Optima, rapida y menos compleja que reduce el tiempo de diagnostico y
costos (Ho & Windsor, 2000).

Como método diagnostico, la PCR se ha convertido en uno de los métodos mas
eficaces para el diagndstico de H. pylori. Segun la guia de manejo para infecciones de
H. pylori del American College of Gastroenterology en el 2007, la PCR es una técnica
de diagndstico altamente especifica y mucho mas sensible que otras técnicas de

diagnostico basadas en la utilizacidn de biopsias (Chey et al., 2007).

El método de diagnostico principalmente utilizado para el diagnostico de H.
pylori por su buena especificidad y sensibilidad, es el estudio histopatolégico. Sin
embargo, en el 2006, Zsikia y colaboradores comprobaron que la PCR incrementa la
deteccién de H. pylori hasta un 20% mas que la histopatologia. Otros estudios previos
concuerdan con los resultados de esta investigacion y respaldan tal afirmacion.
Yamamura Yy colaboradores, en 1999, en una comparacion entre el PCR y métodos
convencionales para el diagnéstico de H. pylori, concluye que el PCR es el método més
sensitivo y especifico; y que incrementa la deteccion de este microorganismo; Domez-
Altuntas et al., 2002; Kisa et al., 2002 y Vinette et al, 2004. Concuerdan con los datos
de Vinette variando el incremento de deteccion de 10 a 20 %. La PCR no solo se
puede utilizar como método diagnostico para la deteccion de H. pylori sino que
también permite la identificacién de sus diferentes cepas, por lo que abre importantes

perspectivas en estudios sobre genotipificacidn y resistencias bacteriana a antibidticos



(Chey & Wong, 2007; Oh et al., 2006; Kamali-Sarvestani et al., 2006; Woodford &
Sundsfjord, 2005, Pefia et al., 2000)).

1.2.  Justificacion del problema:

Considerando que Helicobacter pylori es uno de los factores de alto riesgo para
desarrollar neoplasia gastrica, considerado agente carcindgeno tipo 1, el hecho de que
en el Ecuador el 90 % de la poblaciéon podria encontrarse infectada por este
microorganismo, por la elevada prevalencia de infeccion en nuestro pais (Debets-
Ossenkopp et al., 2003), que el cancer gastrico sea un serio problema de salud publica,
con una prevalencia de 29 casos por cien mil habitantes, y que la tendencia a desarrollar
esta neoplasia este aumentando (Corral et al., 2004); justifica la necesidad de contar
con un método diagnostico que presente alta especificidad, sensibilidad y eficacia en la
deteccion de este microorganismo, el mismo que ayude y permita la implantacion de

medidas preventivas asi como correctivas a tiempo.

La técnica por PCR responde a estas necesidades y compensa debilidades de
otras técnicas de diagnostico para H. pylori, ya que es una técnica con una especificidad
y sensibilidad semejante y superior a la técnica considerada el gold estdndar como es la
de cultivo (Chey & Wong, 2007), por lo que una vez estandarizada, la PCR es una
técnica Optima, rapida y menos compleja, que reduce el tiempo de diagndstico y sus
costos. Con la implementacion de la técnica de diagndstico por PCR se genera
informacion sustantiva para la toma de decisiones en el manejo terapéutico del paciente

infectado por H. pylori, asi como el postratamiento y la erradicacion de la bacteria.

El establecer el PCR como una técnica estandar y que se utilice como
herramienta de diagnostico, en los servicios publicos y privados del pais, podria
incrementar la calidad de vida de las personas, favorecer su salud y disminuir la
probabilidad de que las patologias gastricas progresen a patologias mas severas como es
el caso del cancer gastrico, las mismas que tienen importante impacto social y

econdmico, por el elevado costo asociado a su tratamiento.

Los datos obtenidos en este estudio permitirdn implementar la técnica de

diagndstico molecular para H. pylori, permitiendo tener una herramienta de diagnostico



eficaz, consolidando el desarrollo cientifico y tecnologico del pais, mas aun cuando la
evolucion de la Medicina va de la mano con la Biotecnologia.

1.3.  Objetivos de la investigacion
1.3.1.  Objetivo general

e Optimizar la técnica molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa, para el

de diagnostico de H. pylori en mucosa gastrica de pacientes ecuatorianos.
1.3.2.  Objetivos especificos

e Determinar las condiciones Gptimas y requerimientos para la realizacion de la
técnica molecular de PCR para el diagnostico de H. pylori.

e Determinar por diagnostico molecular, la prevalencia de infeccion por H. pylori
en mucosa gastrica de la poblacion estudiada.

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica de diagnostico molecular
por PCR para H. pylori en la mucosa géastrica de pacientes ecuatorianos en
comparacion con el método diagndstico de histopatologia considerado el gold

estandar en Ecuador.

1.4. Marco tedrico:

1.4.1.  Anatomia del estbmago

El estomago es un 6rgano muscular que conecta el es6fago con el intestino
delgado. Su principal funcion es la descomposicion de los alimentos, formando una
papilla llamada quimo. Las células de su revestimiento secretan enzimas, &cido
clorhidrico y otros productos quimicos que contintan el proceso digestivo que comienza
en la boca. También produce sustancias mucosas que impiden el contacto del acido con
las propias paredes del estomago (Feldman et al., 2002). EIl estomago produce grandes
cantidades de acido clorhidrico que permiten destruir a las bacterias que llegan hasta alli
y también activar sustancias que sirven para la digestion de elementos complejos como

las proteinas.

Para protegerse del acido, el estbmago produce suficientes cantidades de moco
que contiene abundante bicarbonato, cuya funcion es neutralizar el acido. Esta capa de

moco es un aislante natural que evita el contacto del acido con las células de la parte



mas interna del estdmago (mucosa). El estdmago también cuenta con otros mecanismos
de defensa entre los que destacan: la capacidad de restaurar las células perdidas de
manera rapida y también mejorar el flujo sanguineo a la mucosa para poder llevar a
cabo de manera exitosa el proceso de cicatrizacion. EI estbmago es un drgano
importante que puede padecer multiples enfermedades, unas mas leves, como la gastritis

y la Ulcera, y otras mas graves, como el cancer y las Ulceras sangrantes.

El estomago esta formado por el CARDIAS, que es un esfinter que comunica
el esofago con el estomago, regula la entrada de alimentos e impide que haya reflujo en
su normal funcionamiento. EIl FUNDUS es la porcidn superior del estémago, donde
comunmente se produce la acumulacion de gases. El CUERPO es la parte que ocupa la
mayor parte del estbmago, y el ANTRO es una zona de estrechamiento que sirve de
antesala al piloro o denominado ESFINTER PILORICO, que es el que une el final del
estdmago con la primera porcién del intestino delgado, el duodeno.
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Figura 1.1 Anatomia del estomago y partes que lo conforman.



1.4.2. Patologias gastricas y su asociacién con Helicobacter pylori

Las patologias gastricas mas frecuentes son las alteraciones &cido-pépticas,
ocasionadas cuando los é&cidos secretados en el estbmago dafian a la mucosa que lo
reviste, dentro de este grupo de alteraciones se encuentran la ulcera gastrica y la gastritis
(Chen, Yan & Shen, 2005); estas patologias pueden agudizarse y convertirse en
patologias mas severas como adenocarcinoma géastrico y linfoma tipo MALT, (Noy,
Yahalom, Zaretsky, Brett & Zelenetz, 2005) .

Hasta antes del afio 1983 la concepcion meédica respecto a las enfermedades
relacionadas con el acido, conocidas como gastritis, Ulcera gastrica o Ulcera duodenal se
basaba en la teoria del desequilibrio entre los factores protectores del estémago como el
duodeno y los factores agresores (Morales et al., 2001). En 1985 Marshall y Warren
cambiaron la historia, al demostrar que una bacteria tenia relacion o era la causante de
estas enfermedades. Marshall y Warren postularon que la bacteria entonces llamada
Campylobacter era la causante o por lo menos tenia alguna relacion con estas
enfermedades; sin embargo, ante el desinterés de la comunidad médica, uno de ellos
decidio tomar caldo de cultivo con una gran cantidad de estas bacterias y el resultado
fue que unas semanas despues sufrié enfermedad ulcero-péptica (Alba et al., 2006). A
partir de estos informes la comunidad médica volted los ojos a esta nueva teoria y se
desato una “fiebre” de investigacion, la cual nos ha llevado al conocimiento inequivoco
de que esta bacteria hoy denominada Helicobacter pylori, es la causante de la mayoria
de los casos de gastritis (Pifiol & Paniagua, 2000), 95% de las Ulceras duodenales
(Chen, Yan & Shen, 2005), y 90% de las Ulceras géstricas (Nomura et al., 2000).

En 1994 H. pylori fue identificado como el agente causal de la Glcera peptidica
(Alba et al., 2006) y en el mismo afio, la Agencia Internacional en Investigacion del
Céancer declar6 a H. pylori como carcindgeno tipo | en humanos (Cava & Cobas,
2003), ademas, ha sido asociada con el descubrimiento de linfomas gastricos non-
hodgkins (European Helicobacter pylori Study Group, 2000) y con otros desordenes
linfoproliferativos, linfoma tipo MALT (Noy et al., 2005), adenomas, adenocarcinoma
de colon, posibles adenocarcinomas pancraticos, enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, pero sin embargo, el mecanismo detallado de como H. pylori causa

la enfermedad contintia siendo incierto (Cava & Cobas, 2003).
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1.4.3. Helicobacter pylori
1.4.3.1. Generalidades

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo gramnegativo causante de la infeccion
cronica mas frecuente en el hombre, infecta la mucosa géstrica de mas del 50% de la
poblacién mundial (Chey & Wong, 2007; Kamali-Sarvestani et al., 2006; Linpisarn et
al., 2005; Michetti & Svennerholm, 2003). La prevalencia de infeccion por H. pylori a
nivel mundial es 10 al 50% en los paises desarrollados y cerca del 90% en aquellos
paises en vias de desarrollo (Moncayo et al., 2006). Es asociado con el desarrollo de
gastritis crdnica, Ulcera péptica, y se lo considera como uno de los factores de alto
riesgo para desarrollar adenocarcinoma gastrico y linfoma tipo MALT (Shibata et al.,
2002).

Fuente: (Kunkel, 2004)

Figura 1.2 Fotografia de microscopia electrénica de Helicobacter pylori.
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Este microorganismo causa una intensa reaccion inflamatoria. Los factores
que sostienen la misma no estan totalmente esclarecidos. H. pylori recluta células
inflamatorias que infiltran y lesionan la mucosa gastrica (Rivas & Hernéndez, 2000), asi
se constituye en el principal agente causante de enfermedades gastricas inflamatorias
cronicas (Michetti & Svennerholm, 2003). Uno de los problemas es el desconocimiento
de otras infecciones bacterianas crénicas de la mucosa gastrica en el hombre, por lo que
el conocimiento del proceso inflamatorio o los factores de virulencia de otras
enfermedades infecciosas dificilmente pueden ser extrapolados a la infeccion por H.
pylori. La infeccion estimula la respuesta inflamatoria local y sistémica gracias al
estimulo inmunolégico que representa la difusién de sustancias quimiotacticas a través
del epitelio, que activan los neutrdfilos y el resto de células inflamatorias (Kamali-
Sarvestani et al., 2006). De acuerdo con un nicho ecol6gico tan restrictivo, H. pylori
presenta una gran capacidad de biosintesis y reparacion, en un intento por adaptarse al
medio. La supervivencia en condiciones tan &cidas depende, en parte, a su habilidad

para generar un potencial positivo intracitoplasmatico en condiciones de bajo pH.

1.4.3.2. Epidemiologia

Los estudios epidemiolégicos han mostrado que la infeccion por H. pylori
ocurre en el 50 % de la poblacion mundial (Morales et al., 2000). Sin embargo, la
incidencia de la infeccidn entre paises desarrollados y en vias de desarrollo es
significativamente diferente (Logan & Walker, 2001). A nivel mundial la prevalencia
es del 40 al 50% en los paises desarrollados y cerca del 90% en aquellos paises en vias
de desarrollo (Moncayo et al., 2006; Suerbaum & Michetti, 2002). La prevalencia de la
infeccion por H. pylori varia segun edad, localizacion geografica y estatus
socioecondémico de los individuos (Shahanat et al., 2004; Chey & Wong, 2007)
existiendo mayor prevalencia en los estatus socioecondémicos bajos (Shahanat et al.,
2004; Moncayo et al., 2006; Chey & Wong, 2007).

El modo de transmisiéon de H. pylori es ampliamente discutido, algunas
evidencias sugieren que este ocurre predominantemente por contacto de persona a
persona via oral (Suerbaum & Michetti, 2002), otros autores proponen la via fecal-oral,
y recientemente ha sido sugerido que la bacteria puede existir de forma natural en el
ambiente (Shahamat et al., 2004).



1.4.3.3.  Microbiologia

H. pylori es un bacilo gram-negativo movil, de morfologia espiralar y un
tamafo de 2,5 a 5 um (Marshall, 2000; Ramirez et al., 2002), que crece lentamente a
37°C, en condiciones de microaerofilia, en medios de cultivo con requerimientos
nutricionales especiales (Siu et al., 1998). Es catalasa, oxidasa y ureasa positivo
(Premoli et a., 2004). La morfologia de sus colonias resulta caracteristica por el
pequefio tamafio de las mismas y su aspecto brillante. EI crecimiento en medio liquido
se ve favorecido por la agitacion. Tras subcultivos prolongados, aparecen las
denominadas formas cocoides, metabdlicamente activas pero no viables para ser
cultivadas de nuevo in vitro (Shahamat et al., 2004). Posee de cuatro a seis flagelos de

aproximadamente 30 um de longitud (Garcia, 2006).
1.4.3.4. Genoma y Patogenocidad

En 1997, Tomb describi6 la secuencia completa del genoma de H. pylori. La
secuencia se obtuvo por métodos de secuenciacion randomizada, que previamente se
habian utilizado en la obtencion del genoma de Haemophilus influenzae, Mycoplasma

genitalium y Methanococcus jannaschii (Oh et al., 2006).

La cepa H. pylori 26695, aislada originalmente de un paciente de Reino Unido
con gastritis, se escogid por su capacidad de colonizar cerdos y provocar en ellos una
respuesta inmunitaria e inflamatoria. Se trata de una cepa toxigénica (vacA +), que
presenta un genoma circular de 1.667.867 pares de bases y 1.590 genes, con un tamafio
medio de 945 pares de bases cada uno, muy similar al observado en otras células
procariotas. Mas del 70 % de sus proteinas tienen un punto isoeléctrico mayor a 7.0,
comparado con el 40 % de H. influenzae y E. coli (Morales et al., 2000). Los
aminodacidos basicos -arginina y lisina- estan presentes con una frecuencia doble en H.
pilory respecto a H. influenzae y E. coli, lo que quizas refleja su adaptacion al medio
gastrico acido. Al menos cuarenta proteinas del genoma de H. pylori se encuentran
implicadas en la regulacion, secrecion y ensamblaje de la arquitectura flagelar que
provee de movilidad a la bacteria y es esencial para la colonizacion. Ademas
aproximadamente el 40 % de los aislamientos de H. pylori presentan plasmidos, con un
tamafio que oscila entre de 1,5 a 23,3 kb, pero estos no contienen ninguno de los

factores de virulencia conocidos (Oh et al., 2006).



El hecho de que H. pylori no tenga competidores en su nicho ecoldgico, le
proporciona una ventaja competitiva en su evolucién, mediante una asombrosa
habilidad para reorganizar su genoma, con una amplia variedad genotipica y fenotipica
no solo entre cepas, sino también dentro de un mismo individuo infectado (Oh et al.,
2006).

La relacién entre factores de patogenicidad y la virulencia de las cepas no es
claramente conocida, pero se ha vinculado cepas virulentas a las cepas que son positivas
para los genes vac A y cag A (Chen, Yan & Shen, 2005). La variabilidad genémica
entre cepas, puede tener repercusiones en la respuesta inflamatoria provocada por el
microorganismo (Shibata et al., 2002), y se conoce que las cepas virulentas pueden
codificar una de las proteinas citotdxicas o las dos simultdneamente incrementando la
severidad de la patologia (Woodford & Sundsfjord, 2005).

Aproximadamente el 60 % de las cepas de H. pylori producen proteinas
codificadas por genes localizados en la isla de patogenocidad (cag-PAl), y estos estan
estrechamente relacionados con el sistema de secrecion tipo 1V (Bauer et al., 2005), el
mismo que permite inyectar las proteinas citotdxicas directamente de la bacteria al
interior de la célula epitelial gastrica, mediado por una estructura en forma de jeringa
(Kamali-Sarvestani et al., 2006). La isla de patogenocidad (cag-PAl) tiene un tamafo
de aproximadamente 40 Kb, con alrededor de 40 genes, incluyendo el picB requerido
para inducir la produccion de interleuquina-8 por las células del epitelio gastrico
(Ramos et al., 2005). La isla puede estar organizada de diferente forma dependiendo de
la cepa (Bauer et al., 2005), por ejemplo en forma continua en una misma region o
estar dividida en dos regiones cag | y cag Il por secuencias del cromosoma bacteriano,
flanqueando por una secuencia de insercion (IS605). Estas variaciones en la estructura
de (cag-PAl) pudieran explicar la existencia de cepas (cag-PAl) negativas y (cag-PAl)
positivas (Morales et al., 2001), sin embargo, la variabilidad de entre cepas no solo esta
dada por la organizacion de (cag-PAl), sino por otras regiones en el cromosoma de las

cepas.

El gen vacA, de 3,9 kb de tamafio, codifica una proteina de 139 kDa con una
secuencia lider de 33 aminoéacidos y un fragmento C-terminal de aproximadamente 50
kDa, la citotoxina induce la formacion de vacuolas en las células epiteliales del huésped

(Chen, Yan & Shen, 2005), y su presencia se ha asociado con la capacidad de producir



lesion tisular y enfermedad ulcerosa (Nomura et al., 2000), ademas es producida
aproximadamente por la mitad de las cepas de H. pylori (Liviu, Sicinschi, Correa, Bravo
& Schneider, 2003).

El gen cagA estd posicionado en uno de los extremos de la isla de
patogenicidad (cag-PAl), y codifica la proteina asociada a citotoxicidad (CagA), la
misma que tiene un peso molecular alrededor de 128 kDa, se describe en diversas cepas
citotoxicas de H. pylori, juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad
(Woodford & Sundsfjord, 2005), esta altamente implicada con el sistema de secrecion
tipo 1V (Bauer et al., 2005) y el desarrollo de ulceras gastricas, ulceras duodenales
(Nomura et al., 2000) y con un aumento en el riesgo para desarrollar adenocarcinoma o
linfoma gastrico (Kamali-Sarvestani et al., 2006; Ramos et al., 2005 ; Morales, 2001)

1.4.35. Patogénesis

Se ha propuesto varios mecanismos de virulencia para H. pylori. La actividad
ureasa del H. pylori, incrementa la concentracion de amoniaco a cuatro veces superior a
la del moco de un estomago no infectado (Garcia, 2006). EI amoniaco puede ser un
lesionante directo, pero también es el causante de un aumento del pH, lo que puede
alterar la interaccion entre las fracciones lipidica y proteica del moco, responsable de la
estabilizacion de la estructura micelar del mismo. Otros factores de virulencia del H.
pylori son las proteinas superficiales, algunas de las cuales estan implicadas en los
fendmenos de adhesion (Rivas & Hernandez, 2000), y en la alteracion de la arquitectura
del epitelio mucoso gastroduodenal, relacionandose con la actividad endotdxica de la
bacteria, dicha toxicidad estaria ligada a un lipopolisacarido (LPS) de la superficie del
H. pylori (Woodford & Sundsfjord, 2005; Michetti & Svennerholm, 2003).

En lesiones digestivas mediadas por LPS bacterianos, han sido implicados
fosfolipidos de bajo peso molecular, tales como el factor activador plaquetario (PAF),
cuya actividad se ha detectado en cultivos de H. pylori, con las mismas propiedades
biologicas y fisicoquimicas que el PAF liberado por diversas células eucariotas
(Michetti & Svennerholm, 2003).

Otro efecto de la infeccion por H. pylori, es la activacion de

polimorfonucleares neutrofilos (PMN) (Gerwitz et al., 2004), que se traduce en un



profuso infiltrado inflamatorio de las areas superficiales mucosas. Este efecto estd
mediado por la interleuguina-8 (IL-8) (Kamali-Sarvestani et al., 2006), La activacion de
los PMN da lugar a la produccién de citoquinas, aumento de los fendmenos oxidativos
locales y de la expresion de moléculas de adhesion intercelular tipo 1 (ICAM-1) (Bauer,
Moese, Barfed, Meyer & Selbach, 2005). Las células mucosas gastricas también
expresan ICAM-1, lo que, junto a la produccion de IL-8, puede constituir el nucleo de
los fendbmenos inflamatorios inducidos por la infeccion de H. pylori (Yamaoka et al.,
1998; Michetti & Svennerholm, 2003).

Aproximadamente, la tercera parte de las cepas inducen fuerte actividad
oxidativa mediada por PMN (Rivas & Hernandez, 2000). La presencia de mecanismos
lesionales gastricos mediados por linfocitos-T es otro factor de importancia. Se ha
comprobado que, la infeccién por H. pylori, produce un incremento pronunciado de la
poblacion linfocitaria T CD4+, una importante fraccion de las cuales expresan en su
superficie receptores para interluquina-2 (IL-2), acompafiado de un aumento de
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase 11 (Pifiol &
Paniagua, 2000). Las proteinas citotoxicas de H. pylori estimulan también, directa o
indirectamente, la proliferacion y diferenciacion de la poblacién CD4+, dando lugar a la
produccidn de un exceso de citoquinas y sustancias con toxicidad directa como el factor
de necrosis tumoral (TNF) (Gomez, 2001; Michetti & Svennerholm, 2003).

1.4.3.6. Diagnoéstico y técnicas

El diagndstico de la infeccion de H. pylori puede establecerse por métodos
directos, cuando se detecta la presencia del microorganismo en muestras obtenidas por
endoscopia (cultivo, test de la ureasa, tinciones histoldgicas, técnicas moleculares)
(Logan & Walker, 2001), a estos métodos también se los define como métodos
invasivos por el requerimiento previo de una endoscopia digestiva para la obtencion de
tejido gastrico (biopsia) (Roosendaal et al., 1994). Por el contrario, las pruebas
diagndsticas no invasivas o indirectas no requieren endoscopia, puesto que se aplican,
en base al estudio de alguna propiedad del microorganismo (prueba del aliento con
urea-C13 o urea-C14 (Gatta, Ricci, Tampieri & Vaira, 2003), respuesta inmune
especifica por serologia (Zapatier, GOmez, Vargas & Maya, 2007), o métodos

moleculares como el PCR utilizando diferentes tipos de muestras como saliva, muestras



de heces (Bindayna, Al Baker & Botta, 2006) o muestras ambientales (Shahamat et al.,
2004).

Afios atras el gold estandar para la identificacion de H. pylori, era el método
por cultivo microbioldgico (Heep et al., 1999), Hoy en dia, el uso de un solo método
diagndstico no puede ser considerado como el gold estandar para confirmar la infeccion,
mas bien la prueba mas apropiada se vera influenciada por cada situacion especifica, las
circunstancias clinicas, la alta probabilidad de que exista infeccion, asi como la
disponibilidad y costo de las pruebas de diagnostico individuales (Chey & Wong, 2007).

En el Ecuador el método estandar utilizado para la deteccion de H. pylori es el
estudio histopatolégico en biopsias de mucosa géastrica.

1.4.3.6.1.  Examen endoscopico o gastroscopia

La gastroscopia es una exploracion del principio del tubo digestivo (esofago,
estomago y primera porcion del duodeno) que se realiza mediante un gastroscopio, un
instrumento en forma de tubo largo y flexible de fibra Optica conectado a una cadmara y
a una fuente de luz. Introducido por la boca, permite el examen con vision directa de
las lesiones en el interior del esdfago, estbmago y duodeno, y la toma de muestras de
tejido si fuese necesario (biopsia) para su examen microscopico. El gastroscopio puede
estar conectado a un monitor de TV, y permite la realizacion de fotografias, asi como la
grabacion del proceso en cinta de video. Este examen suelen realizarlo los
gastroenterdlogos o cirujanos, en unidades especializadas dentro del hospital o clinica
(Roosendaal et al., 1994). No es un procedimiento doloroso, pero puede provocar
nauseas. Por eso se aplica anestesia local con atomizador sobre la garganta, y puede
administrarse un sedante ligero. La exploracion suele completarse en 10-15 minutos, y

el paciente puede dejar el hospital poco después (Feldman, et al., 2002).

La gastroscopia es la mejor forma de diagnosticar Ulceras de estomago o
duodeno, gastritis, hernias de hiato (que son hernias del estdmago), y es muy valiosa

para detectar tumores de es6fago, estdmago y duodeno.

La ventaja frente a exdmenes como radiografias con contraste oral (bario) del
tubo digestivo superior, es que el examen endoscOpico es mas exacto, y gracias a la

obtencién de biopsias no solo se realiza un estudio macroscépico sino también



microscopico, que permite obtener informacion adicional sobre lo que esta causando la

enfermedad.

1.4.3.6.2.  Cultivo microbioldgico.

Afios atras el principal método diagndstico para H. pylori era el método de
cultivo, considerado el gold estandar, pero un gold estdndar imperfecto. Aunque
presenta 100% de especificidad (Samuels et al., 2000), dificilmente se ha obtenido
porcentajes de sensibilidad superiores a 90% como consecuencia de los exigentes
requerimientos y dificil reproductividad de la técnica (Bindayna et al., 2006). H. pylori).
Es un microorganismo de crecimiento lento, toma de 7 a 14 dias para poder apreciar las
colonias en medios solidos, y para su crecimiento en el laboratorio se requiere de
condiciones de microaerofilia (10% de CO2) y medios artificiales ricos en nutrimentos
como: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa, y sales como cloruro de sodio y
bisulfito de sodio suplementados con sangre de caballo, polienriquecimiento, suero
fetal bovino (SFB) o ambos (Heep et al, 1999). Para la obtencién de resultados, se
deben cultivar por lo menos una biopsia de antro y dos de cuerpo gastrico. Los
resultados del cultivo estan en dependencia de la demora en el transporte y de las
condiciones de conservacion de la muestra (Heep et al., 1999). Otro factor muy
importante son las condiciones de incubacion que deben realizarse en una jarra de
microaerofilia utilizando generadores comerciales, y a una temperatura de 35-37 grados
centigrados (Chillihua et al. 2004).

Conceptualmente el cultivo es una técnica atractiva porque no solo permite la
deteccidn de la bacteria sino que habilita ademas el estudio de resistencias bacterianas a
antibioticos. Este método diagnostico es altamente recomendado en personas que ya han
tomado tratamiento para erradicar la infeccion, sin embargo que no lo han logrado,
permitiendo por este método establecer que tipo de resistencias tiene el microorganismo

y modificando el tratamiento para una erradicacion definitiva (Chey & Wong, 2007).

La desventaja de ser microorganismos de crecimiento lento, los requerimientos
nutritivos especiales de la bacteria, los elevados costos y la dificil estandarizacion de la
técnica; hace que este método diagnéstico no se lo realice comunmente en cualquier

laboratorio clinico.



1.4.3.6.3.  Estudio histoldgico.

El estudio histologico ademas de detectar la infeccion por H. pylori de la
biopsia permite conocer las lesiones de la mucosa (Chey & Wong, 2007). La
confirmacion histologica de la inflamacion de la mucosa es fundamental para el
diagndstico de la gastritis y su clasificacion. La técnica de tincion a partir de biopsia
gastrica es una técnica facil, rapida y de alta utilidad en el estudio de la infeccion por el
microorganismo (Chillihua et al., 2004). Se han utilizado diferentes tinciones como la
de Gram, Gram modificada o bien el examen en fresco utilizando un microscopio con
contraste de fases (Rotimi et al., 2000), para determinar el diagndstico de la infeccion y
conocer el grado de la patologia géastrica se ha utilizado coloraciones tales como
tinciones de Giemsa, carbolfuchina, la tincion triple de carbolfuchina/azul de
Alcina/hematoxilina-eosina y tinciones de inmunohistoquimica (Rotimi et al., 2000).

La vision microscopica provee una sensibilidad y especificidad de 95% y para
obtener buenos resultados es necesario manejar en forma eficaz la técnica. La
desventaja que muestra esta técnica es que si la biopsia gastrica obtenida, no es
representativa o presenta un niamero muy bajo de bacterias, puede ofrecer falsos
negativos (Yamamura et al., 1999). Segun esto, a mayor nimero de muestras aumentara
la sensibilidad, por lo cual para conseguir una buena sensibilidad se recomienda partir
por lo menos de dos biopsias, una de antro y otra de cuerpo (Ramos et al., 2005). Otros
factores aparte del nimero, son: el lugar de donde son requeridas, el tamafio de la
biopsia, la tincion a utilizarse y el nivel de experiencia de examinacion del patélogo que

realiza el estudio histologico, lo que le convierte en un método diagndstico costoso.

La histopatologia es significativamente afectada por el uso de medicamentos
tales como bismuto y antibidticos, lo que puede reducir la densidad bacteriana en la

biopsia y en su estudio presentar falsos negativos (Chey & Wong, 2007).
1.4.3.6.4.  Test rapido de la ureasa

H. pylori posee una enzima (ureasa) que le capacita para la colonizacion y
persistencia en la cavidad gastrica (Moncayo et al., 2006). La enzima cumple tres
funciones principales: proteccion frente al acido de la mucosa gastrica, provision de

nitrégeno en forma de amonio y como factor de virulencia en la patogenia de la ulcera



gastrica (Linpisarn et al., 2005). EIl fundamento de la prueba rapida de la ureasa
consiste en detectar la presencia de la enzima de la siguiente forma: H. pylori
descompone la urea en anhidrido carbonico y amoniaco, lo cual genera un pH bésico
que va a ponerse en evidencia mediante el cambio de color del medio de naranja-

amarillo a rosa fuerte debido a la accion del indicador de pH (Garcia, 2006).

La prueba de la ureasa rapida se puede realizar directamente con la muestra de
biopsia gastrica, obtenida mediante endoscopia, su rendimiento depende del in6culo
presente en la mucosa gastrica facilitado en la endoscopia.

En pacientes que no han tomado tratamiento para H. pylori la prueba rapida de
la ureasa tendrd una sensibilidad de 90%, pero esta puede ser reducida en los casos
donde el paciente ha tomado tratamiento, al igual que la histopatologia el uso de
medicamentos afectara la sensibilidad y posee 95 % de especificidad (Moncayo et al.,
2006).

1.4.3.6.5.  Serologia

La infeccidbn por H. pylori provoca una respuesta inmunologica local y
sistémica con un incremento de la secrecion de IgM e IgG (Zapatier et al., 2007). Los
métodos serologicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente a H.
pylori en suero, saliva u orina (Gatta et al., 2003). Esta técnica es util como primera
aproximacion al diagnostico, con una sensibilidad y especificidad de 85% y 79%
respectivamente. La principal limitacion de esta técnica consiste en que no distingue
entre una infeccidn activa y una infeccion que ya haya sido erradicada, por lo que no es
atil para determinar la erradicacion de la enfermedad (Gomez et al.2004). Se debe a que
la propia naturaleza de las inmunoglobulinas, los titulos generados en el suero del
paciente, disminuyen lentamente pero no desaparecen, por lo que no pueden utilizarse
para determinar si ha existido una erradicacién de la bacteria. Esta técnica de
enzimoinmunoanalisis se realiza en forma de test (positivo/negativo) o mediante varias
técnicas cuantitativas mas especificas como, por ejemplo, la basada en la

inmunofluorescencia (Monteiro et al., 1997; Garcia, 2006).

La ventaja que presenta esta técnica son los bajos costos que presenta (Chey &

Wong, 2007), su disposicion y los rapidos resultados, pero solo es recomendada a
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pacientes que no han sido previamente diagnosticados o que no han tomado
previamente tratamiento para H. pylori.

1.4.3.6.6.  Prueba de la [13C]-Urea o prueba del aliento

El fundamento de la prueba consiste en detectar la actividad de la enzima
ureasa. Se realiza mediante la recogida del aliento basal y del aliento tras 20 minutos de
la administracién oral de [**C]-urea. El aumento de la [**C]-urea en el aliento se
expresa como una diferencia absoluta por el cociente [**C]-urea/[*C]-urea (Gatta et al.,
2003). La medicién del **C se realiza bien por espectrometria de masas del cociente de
los is6topos o por espectrometria de infrarrojos. Esta prueba, realizada correctamente,
tiene una sensibilidad del 98,2% y una especificidad del 97,9% cuando se compara con
un patrén de referencia en base a métodos invasivos. La prueba del aliento con [**C]-
urea se considera el método de eleccion para confirmar la erradicacion de la infeccion
en los pacientes con ulcera duodenal ya que, una vez que H. pylori ha desaparecido,
cesa completamente la produccion de ureasa (Garcia, 2006).

Las principales desventajas que presenta este método, son los elevados costos,
y su dificil acceso para su realizacion, puesto que para realizarlo se necesita contar con

equipos altamente sofisticados que en muchos casos dificilmente estan disponibles.
1.4.3.6.7. Métodos moleculares

En los ultimos afos se han desarrollado numerosas técnicas que permiten
detectar la presencia del ADN de H. pylori directamente en la biopsia gastrica pero
también en otras muestras como heces, saliva o0 agua (Zsikia et al., 2006; Shahanat et
al., 2004, Liviu et al. 2003). La mayoria de las técnicas se basan en la PCR, tanto
clasica como en tiempo real, proveen una especificidad total y alta sensibilidad, ademas
de un diagndstico rapido (Ho & Windsor, 2000). EIl objetivo de estas ha sido la
deteccién de genes especificos de la bacteria, deteccién de factores de virulencia
(Bindayna et al., 2006), deteccion de mecanismos de resistencia (Chen et al., 2005), y
un rapido y eficaz diagnostico (Chey &Wong, 2007). Como método diagnostico, la PCR
se ha convertido en uno de los métodos mas eficaces para el diagndstico de H. pylori.
Segun la guia de manejo para infecciones de H. pylori del American College of

Gastroenterology en el 2007, la PCR es una técnica de diagndstico altamente especifica



y mucho mas sensible que otras técnicas de diagndstico basadas en la utilizacién de
biopsias (Chey & Wong, 2007; Pacheco et al., 2001).

La PCR se utiliza tanto para la seleccion de los pacientes que deben ser
tratados como para, una vez iniciado el tratamiento, comprobar su eficacia (Di-
Bonaventura et al., 2004), y es también recomendada en pacientes que evidencian tener
resistencias bacterianas, por lo que la genotipificacién es recomendable (Bindayna et
al., 2006; Chen et al., 2005).

La principal desventaja que presenta, es que necesita de infraestructura
adecuada para el desarrollo de su proceso, y personal entrenado. La PCR una vez
estandarizada se convierte en una técnica Optima, facil de ejecutar, y no costosa (Ho &
Windsor, 2000).

1.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica biotecnoldgica que
permite amplificar o reproducir in vitro pequefias cantidades de una region especifica de
ADN entre cientos de miles y millones de veces. EI tramo destinado a reproducirse
puede tener desde cincuenta hasta mas de dos mil nucleétidos de longitud (Premoli et
al., 2004). La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR de sus siglas en inglés
(Polimerase Chain Reaction) fue desarrollada por Karry Mullis en 1985, motivo por el

cual se le otorgo el premio N6bel en 1993.

Esta técnica es de gran adaptabilidad en una variedad de campos incluidas la
biologia molecular, la biotecnologia, la genética, la epidemiologia, las ciencias
forestales, la microbiologia, las ciencias forenses, el diagndstico de enfermedades

infecciosas entre otras (Ho & Windsor, 2000).

Los componentes que permiten que esta técnica se desarrolle son: EI ADN
molde, los primers o cebadores, la enzima ADN polimerasa, y los desoxinuxleotidos
trifosfatos (ANTPs).



1.4.41. Componentes del PCR
a) ADN molde

El ADN molde es el que contiene el fragmento que sera amplificado y que
servira como plantilla para realizar copias sucesivas de la secuencia deseada. El
segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar necesariamente en estado puro,
sino que puede ser parte de mezclas complejas (Ausubel et al., 2002).

b) Primers o cebadores

A los primers también se los denomina cebadores o iniciadores, son secuencias
nucledtidas cortas (entre 15-30 bases) complementarias a secuencias especificas
ubicadas en los extremos de la secuencia del ADN que se desea amplificar. Su funcion
es delimitar o flanquear la zona del ADN por amplificar y que va a servir con secuencia
iniciadora para que la polimerasa comience su labor de replicacion. Cada primer se
unira a su secuencia complementaria en el extremo 3" de cada hebra del ADN (Ausubel
et al., 2002).

c) Enzima ADN polimerasa

La ADN polimerasa es la enzima capaz de replicar el ADN y ademas corregir
posibles errores durante el proceso de inclusion de nucledtidos a la cadena en
formacion. En esta técnica se necesitan polimerasas termoestables que funcionen a las altas
temperaturas que el proceso exige, por este motivo, se utilizan enzimas de bacterias que
crecen en manantiales térmicos (alrededor 100°C), tales como Thermus aquaticus
(Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus litorali s (Veni), Thermus termophilus (Tth)
(Ausubel et al., 2002).

La mas utilizada es la Taq polimerasa, su temperatura éptima de trabajo es de 72°C
Trabaja a un Ph de 7.0-7.5 y adiciona nucledtidos al primer, a una velocidad de 100
nucledtidos/segundo. Ademas, es muy sensible a las concentraciones de Mg, K.C1 o NaCl
del medio en el cual opera. Esta enzima realiza la sintesis de una de una cadena
complementaria de ADN en el sentido 5'- 3' usando como molde una de las hebras de ADN
(Ho & windsor, 2000).



d) Desoxinucléotidos trifosfatos (ANTPs)

Son el sustrato para la sintesis del las nuevas cadenas de ADN, los mismos que son
incorporados por la ADN polimerasa en un orden especifico complementario a las cadenas
molde. Son resistentes al calor y tienen una vida media mayor a 40 ciclos de PCR (Ausubel
et al., 2002).

1.4.42. Etapas para el desarrollo del PCR

La técnica se desarrolla con la realizacidn de tres reacciones sucesivas llevadas
a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y
cuarenta veces (Tiveljung et al., 1998) y se basa en la repeticion de un ciclo formado por
tres procesos: la desnaturalizacion, la hibridacion, y la extension (Premoli et al., 2004;
Ausubel et al., 2002).

a) Desnaturalizacion del ADN de doble cadena

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en
dos hebras por ruptura de los puentes de hidrogeno que la unen una con la otra. Para
ello se realiza una incubacion elevando la temperatura a un nivel promedio de entre

(93-97°C), y la renaturalizacion se producira cuando la temperatura disminuya.

b) Hibridacion de los iniciadores a la zona 3" especifica de cada una de las

hebras

En el segundo paso llamado hibridacion o también conocido como “fase de
apareamiento o de Annealing” los primers se unen a las zonas 3" complementarias que
flanquean el fragmento que queremos amplificar, esto se realiza en propiedad a la

disminucidn en la temperatura entre 50-65°C.
c) Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa

En la tercera etapa (elongacién) se produce la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5°-> 3~ mediante la enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los
desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde. Para ello,

la ADN polimerasa usa desoxidonucledsidos trifosfato (ANTPs) agregados a la mezcla
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de reaccion. La temperatura a la que se realiza el tercer paso estd condicionada por
aquélla a la cual la enzima ADN polimerasa actda (Ausubel et al., 2002).

Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion, apareamiento,
extension) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad original
se encuentra disponible para ser nuevamente replicado en un segundo ciclo. El
resultado de la aplicacién de numerosos ciclos "en cadena” da lugar a la amplificacién

exponencial del segmento de ADN delimitado por los primers (Premoli et al., 2004).
1.4.43. LaPCR convencional en el contexto de la microbiologia clinica

El proceso de deteccidn de un agente infeccioso por amplificacion genética se
desarrolla de manera habitual en tres etapas. La primera consiste en la extraccion y
purificacion de los acidos nucleicos del microorganismo de la muestra bioldgica,
seguido de la amplificacion de un segmento seleccionado del genoma del
microorganismo mediante reaccion en cadena de la polimerasa, es decir, la PCR
propiamente dicha, y la tercera etapa se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos
amplificados en la PCR (amplicones) por electroforesis en gel de agarosa y tincién con
bromuro de etidio u otra tincién y mediante hibridacion con sondas especificas (Quiang
et al., 2002).

En el &mbito de la microbiologia clinica, la PCR se ha aplicado en tres grandes
campos como son el diagndstico etioldgico, control del tratamiento frente a
antimicrobianos (Woodford & Sundsfjord, 2005) y caracterizacion genética del agente

infeccioso (Kamali-Sarvestani et al., 2006; Pefia et al., 2000).

En el diagnostico etioldgico la PCR es sobre todo Gtil en ausencia de métodos
de diagndstico alternativos o cuando éstos son muy complejos, para mejorar la eficacia
diagndstica complementando métodos convencionales o si se requiere un diagnostico
rapido y precoz del agente etioldgico para poder iniciar el tratamiento especifico lo
antes posible (Chey & Wong, 2007; Garcia, 2006; Kisa et al., 2002).

En el uso como control para el tratamiento con antimicrobianos la PCR se
utiliza tanto para la seleccion de los pacientes que deben ser tratados como para cuando
se ha iniciado el tratamiento, comprobar su eficacia, siendo importante para ello

disponer de métodos cuantitativos (Kamali-Sarvestani et al., 2006; Pefia et al., 2000).



Por ultimo la PCR dentro de la caracterizacion genética de agentes infecciosos,
es utilizada para la genotipificacion, identificacion de mutaciones determinantes de
resistencias a farmacos o de virulencia; epidemiologia molecular; entre otros (Woodford
& Sundsfjord, 2005; Liviu et al., 2003).

1.4.4.4.  Tipos de PCR utilizados en el diagnostico de Helicobacter pylori

Para estudios en relacion al diagnéstico de H. pylori, se ha utilizado la PCR
normal, RT- PCR (Transcriptasa Reversa-Reaccion de la Polimerasa en Cadena) y PCR
en tiempo real (Quiang et al., 2002); los tres tipos de PCR muestran resultados similares
en referencia a especificidad y sensibilidad en el diagnostico, la diferencia es que la
técnica por RT-PCR permite la amplificacién de una cantidad pequefia de moléculas
diana de RNA (tanto mRNA como RNA total) con gran especificidad, mediante la
transcripcion reversa del RNA a cADN, mientras que en PCR normal y PCR en tiempo
real se amplifica de manera directa, secuencias especificas en el genoma de H. pylori
(Chey & Wong, 2007; Ausubel et al., 2002;Bauer et al. 2005).

1.4.45. Optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La optimizacion de una reaccion de PCR radica en el ajuste de las condiciones
de amplificacion (Temperaturas y tiempos de desnaturalizacion, hibridacion de
cebadores, extension y el numero de ciclos) junto a las concentraciones de los
componentes de la reaccion (ADN, Taqg polimerasa, MgCl2, dNTPs, cebadores, y
posibles aditivos) con el fin de obtener patrones nitidos y reproducibles de los productos
de la PCR.

Las concentraciones de los componentes son criticas para el funcionamiento de
la PCR, la obtencion de resultados inespecificos dependera de la variacion en estas o de
su sobresaturacion; que principalmente afecta en el acoplamiento de las secuencias

iniciadoras (primers) (Ausubel et al, 2002).

Otro de los factores criticos dentro de la estandarizacion de la PCR son los
procesos de descontaminacion y del flujo de procesos, que eviten la contaminacion de
las muestras con amplicones; por lo que una buena organizacion y division de areas
(prePCR y postPCR) disminuye la posibilidad de una posible contaminacion (Mifflin,
2006).



1.4.5.  Sistema de hipdtesis o pregunta de investigacion

La técnica molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa como método
diagndstico, incrementa la deteccion de H. pylori en muestras de mucosa gastrica; y es
una técnica con alta sensibilidad y especificidad.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1.

2.1.1.

Participantes
Instituciones participantes en el proyecto

Para el desarrollo de este proyecto se contd con la participacion de las

siguientes instituciones:

2.2.

2.2.1.

Centro de Biomedicina, Laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia
Molecular

Corporacion Ecuatoriana de Biotecnologia

Catedra de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Central del Ecuador

Instituto de Gastroenterologia

Hospital Pedro Vicente Maldonado

Centro Médico Pauster, Laboratorio de Patologia y Citologia

Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE), Laboratorio de Bioanalisis

Personal cooperante

Dr. Oswaldo Rodriguez MD, PhD

Dra. Bertha Estrella - Bioestadistica

Dr. Carlos Castillo - MD Gastroenterdlogo
Dr. Luis Vinueza - MD Gastroenterdlogo

Dr. Fabian Tulcanazo - MD Gastroenterdlogo
Dra. Sonia Ontaneda Msc. en Microbiologia

Sra. Catalina Rivadeneira - Jefe de Enfermeria del Instituto de Gastroenterologia

Zona de estudio

Trabajo de laboratorio

El trabajo de investigacién se desarrolldé en los Laboratorios de Biologia

Celular y Microbiologia Molecular perteneciente al Centro de Biomedicina, localizado

en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Central del

Ecuador, Sodiro N 14-121 e Iquique, Quito- Ecuador.



Parte de los procesos de la investigacion fueron desarrollados en los
laboratorios de bioanalisis de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, Av. 12 de

Octubre y Roca, Quito — Ecuador.

El estudio histopatoldgico se llevo a cabo en el laboratorio de Patologia y
Citologia del Centro Médico Pauster, ubicado en la Avenida Eloy Alfaro e Italia, Quito

- Ecuador.
2.2.2.  Trabajo de campo

El trabajo de Campo se desarrollo en el Instituto de Gastroenterologia ubicado
en la Av. Eloy Alfaro N33-167 y 6 de Diciembre, Quito-Ecuador y en el Hospital Pedro
Vicente Maldonado ubicado en el centro de la ciudad de Pedro Vicente Maldonado,

Pichincha-Ecuador.
2.3. Periodo de tiempo de investigacion

El desarrollo del proyecto tomé curso en Enero del 2007 y su finalizacion se

realizd en Diciembre del mismo afio.

2.4. Disefio bioestadistico

2.4.1. Calculo del tamarfio de la muestra

De acuerdo a la bibliografia referente a los porcentajes de sensibilidad de las
dos pruebas diagnosticas a utilizarse (PCR e Histopatologia); se calculo una muestra de
tamafo n = 73, con 5 % de frecuencia esperada, 10 % de error permisible y 95 % de
nivel de confianza, para este calculo se utilizo la formula para tamafio de muestra (N)
(Dawson & Trapp, 2002; Warren & Newman, 1998).

Cuadro 2.1 Férmula para la determinacion del tamafio de muestra en dependencia de la

frecuencia esperada y el error permisible

Férmula: Donde:

N= 4Zd° P(1-P) Za = 1,96 - constante estadistica

P: 0,05 - frecuencia esperada

2
W W: 0.10 - error permissible

Fuente: Dawson & Trapp, 2002.




2.5. Procedimientos

2.5.1. Seleccidn de personas y criterios de inclusion para el estudio

Para el estudio se incluyé a todos los individuos de cualquier edad y sexo, que
asistieron a consulta en el Instituto de Gastroenterologia (Dr. Carlos Castillo y Dr. Luis
Vinueza) y al Hospital Pedro Vicente Maldonado (Dr. Fabian Tulcanazo), y fueron
evaluados mediante examen endoscépico, al ser diagnosticados de padecer de gastritis
clinica o por motivo de presentar sintomas de la misma, definiendo gastritis clinica
como: la presencia de dolor epigastrico breve después de la comida o dolor epigéastrico
continuo con nausea y/o vomito y/o molestia abdominal (Sempértegui et al., 2007).

Los individuos a formar parte del proyecto de investigacion fueron
previamente informados y se incluyeron a todos aquellos que previo al examen
endoscopico firmaron el consentimiento informado escrito (Anexo B) y colaboraron con
el formulario de informacion para pacientes (Anexo C), formas obligatorias en estudios
clinicos, los mismos que fueron aprobados por el Comité de Bioética del Centro de
Biomedicina (Anexo A).

2.5.2. Endoscopia gastroduodenal

Durante el examen endoscopico que realizaron los medicos gastroenterdlogos
Dr. Carlos Castillo, Dr. Luis Vinueza, y Dr. Fabian Tulcanazo; se tomo cuatro biopsias

de antro y cuatro biopsias de cuerpo de cada individuo que participo en el proyecto.

Se destino cuatro biopsias para diagndstico molecular y cuatro biopsias para

diagnostico por histopatologia.
2.5.3. Codificacion de pacientes

A cada paciente se le asigné un codigo numérico, el mismo que fue utilizado
para manejar tanto el consentimiento informado, las biopsias y toda la informacién
recogida y generada de cada individuo que colabord en la investigacion. El codigo
numérico inicié en 001 y llego al 109, la designacion del cddigo a cada paciente fue

progresiva paralela al progreso de la investigacion.



2.5.4.  Almacenaje de biopsias

Las biopsias adquiridas para el diagnostico por PCR fueron colocadas en
microtubos de 1.5 ml, que contenian 1 ml de buffer de almacenamiento (PBS) por cada
biopsia, para el caso del diagnéstico histopatolégico, las biopsias fueron recogidas en
cartulinas estériles y estas se colocaron dentro de un solo frasco &mbar que congenian

10 ml de solucién al 10 % de formol.

Cada vial de almacenaje fue previamente etiquetado con el cddigo del paciente
y adicional el cddigo referente a la ubicacion anatomica del estomago de donde se
obtuvo la muestra; correspondiendo: Al para la biopsia de Antro, A2 segunda biopsia
de antro, C1 para la biopsia de cuerpo anterior y C2 para la muestra de cuerpo posterior.

Tabla 2.1 Codificacion, almacenaje, tipo de diagndstico y localizacion del estomago de

donde se adquirié la biopsia durante el examen endoscopico para el diagndstico de H.

pylori.

Numero | Parte del estomago | Codigo Buffer de Tipo de
de de donde la biopsia de almacenaje Diagnostico
biopsia fue adquirida Biopsia
1 Antro Al Buffer PBS PCR
2 Antro A2 Buffer PBS PCR
3 Cuerpo Cl Buffer PBS PCR
4 Cuerpo C2 Buffer PBS PCR
5 Antro A Sol. Formol 10% Histopatologia
6 Antro A Sol. Formol 10% Histopatologia
7 Cuerpo C Sol. Formol 10% Histopatologia
8 Cuerpo C Sol. Formol 10% Histopatologia

2.5.4.1. Buffer de transporte y almacenamiento

El buffer de almacenaje para las biopsias destinadas al diagndstico por PCR de
H. pylori fue el buffer PBS:




Cuadro 2.2 Componentes del buffer de transporte con su respectivos pesos (gr.) y

volumenes (ml).

Componente Peso/volumen
NaCl 8.00 g
kCl 0.20g
Na2HPO4 144 ¢
KH2PO4 0.24g
Agua destilada 1000,00 ml

Fuente: (Ausubel et al., 2002)

El pH del medio se ajusto a 8.5 con HCL y se esterilizO por proceso de
Autoclavado

2.5.5.  Transporte de las biopsias

Las biopsias 1, 2, 3y 4 de cada paciente se colocaron en sus respectivos viales,
se ubicaron en el cooler que contenia paquetes de gel congelante, que acondicionaban y
mantenian el ambiente a una temperatura de 4 grados centigrados, y se trasladaron en el
lapso de cuatro horas posterior a la toma de la biopsia, del Instituto de Gastroenterologia
hacia el laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia Molecular del Centro de

Biomedicina donde se almacenaron y procesaron.

El mismo sistema de transporte y almacenamiento se realizd para las muestras

adquiridas en el Hospital de Pedro Vicente Maldonado.

2.5.6. Histopatologia

Las biopsias 5, 6, 7 y 8 de cada paciente fueron transportadas al laboratorio de
Patologia y Citologia, donde se sometieron a procesos de tincion (tincion Giemsa), para
que posterior a esto, por medio de la visualizacion microscopica directa de la bacteria,
se determine como un diagnodstico positivo, 0 negativo si es que no se encontrase la

presencia de la misma en el tejido procesado.



25.7. Aislamiento de ADN.
2.5.7.1.  Cepa control

La cepa control fue cedida por la Msc. en Microbiologia, Dra. Sonia Ontaneda,
la misma que fue aislada de una muestra clinica por el método de cultivo
microbioldgico y su determinacion positiva se realizé por caracterizacion bioquimica y

microscopica.

Para la extraccion de ADN de la cepa control, se realizé bajo el protocolo
descrito por el manufacturador de DNAzol® (Invitrogen): para la lisis de las células
bacterianas se adicion6 1ml del reactivo DNazol® al plato de agar que contenia el
cultivo de la cepa control, se homogenizo con ligeros movimientos circulares por 30
segundos, y con la ayuda de una micropipeta se procedié a retirar la suspension creada
por el DNazol® vy el cultivo bacteriano, la suspension se coloco en un microtubo de 1.5
ml. Tras incubar por 3 minutos a temperatura ambiente, se separaron las fases por

centrifugacion a 5000 rpm. durante 8 minutos de donde se recupero el sobrenadante.

El ADN bacteriano se precipitdo con 0.5 ml de etanol al 99.8 % (Scharlan),
posteriormente se invirtié la muestra varias veces, se centrifugo a 3000 rpm. por 4 min.
y se elimino la solucion. EI ADN se lavdo dos veces con 1 ml de etanol al 75%
(v/v), se sometid a centrifugacion a 1000 rpm. por un min.; se descarté el sobrenadante

y se dejo secar por el lapso de 15 a 30 segundos al aire dejando el tubo invertido. El

ADN se resuspendi6 adicionando 200 M de buffer TE.

2.5.7.2.  Aislamiento de ADN gendmico de Helicobacter pylori de alto peso

molecular de biopsias gastricas.

El aislamiento de ADN genémico de H. pylori de alto peso molecular y alta
calidad, se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por Weiss et al., (1994), pero
con varias modificaciones: la lisis se realizé en forma directa de la biopsia, la cual
primero fue homogenizada por maceracion en un porta objetos con la ayuda de una
aguja y un bisturi estéril, que posteriormente se colocé en el buffer lisis TES [Tris-HCI
50 mM, pH 7.2, EDTA 1 mM, SDS 1 % (v/Vv)] y se le afiadio Proteinasa K (Invitrogen
Diagnostics) a una concentracion final de 100 ug/ml (Chen et al, 2005 y Shibata et al,

2002). Tras incubar por dos horas a 55°C (Monteiro et al., 1997; y Valentine et al.,



1991), se separaron las fases por centrifugacion 12.000 x g durante 10 minutos de donde
se recuperd el sobrenadante.

El ADN gendmico se precipitd con un volumen de 0.5 ml de etanol al 99.8 %
(Scharlan), posteriormente se invirtidé la muestra varias veces, el ADN precipitado se
removié con la punta de una pipeta y fue transferido a un tubo nuevo. EI ADN se lavo
dos veces con 1 ml de etanol al 75% (v/v), se descart6 el sobrenadante y se dejo
secar por el lapso de 15 a 30 segundos al aire dejando el tubo invertido. EI ADN se

resuspendio adicionando 200 M de buffer TE.
2.5.7.2.1.  Buffer de resuspension y almacenamiento de ADN genomico
El buffer de resuspension para ADN gendmico fue el buffer TE:

Cuadro 2.3 Componentes del buffer de resuspension y almacenamiento de ADN con su
respectiva concentracion (mM) y pH.

Componente Concentracion pH
Tris —HCI 10 mM 7.5-8.0
EDTA 1 mM 8.0

Fuente: Debets-Ossenkopp 2002

El pH del medio se ajusto a 8.0 con HCL y se esterilizd por proceso de

Autoclavado.

2.5.8. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion se realiz6 utilizando el espectrofotémetro (UV WINLAB
Software, Perkin-Elmer), este proceso se llevd a cabo bajo las especificaciones
requeridas por el equipo (Pekin Elmer, 2000) en el Laboratorio de Bioanalisis de la
PUCE.



Se prepard disoluciones de ADN, en tubo plastico estéril de 15 ml (Corning),
que contenia 3 ml de agua tipo biologia molecular (Invitrogen), donde se afiadio 5 ul
de ADN de cada muestra obtenida como se describe previo en 2.5.7.2, se colocé en
cubetas de cuarzo de 4ml (Perkin-Elmer), que posteriormente se ubicaron dentro del
espectrofotometro y se procedié a medir la absorbancia. Para la muestra control se

colocd 3.005 ml de agua tipo biologia molecular (Invitrogen).

La absorbancia de la muestra y del control fue leida a 260 y 280 nm., en donde

se asume una unidad (1) a A 260 €s igual a 50 g de ADN de doble cadena por cada ml

de muestra (Monteiro, Cabrita & Megraud, 1997).

Para conocer la calidad de ADN en la muestra, se procedié a dividir el valor
obtenido a 260 nm. Para el valor obtenido a 280 nm., donde el nimero resultante que
denota buena calidad de la muestra, debia ser mayor a 1.5 que es la base que indica
buena calidad (Monteiro et al., 1997), estos resultados se muestran en el (Anexo F).

2.5.9. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en el termociclador de
la marca Flexigene. Esta técnica se utilizo, basicamente, para la amplificacion de

fragmentosde ADN genomico aislado previamente como se indica en 2.5.7.2

Para evitar contaminacion en el proceso de PCR, se destind dos areas para el

proceso de amplificacion: el area de PrePCR y el area de PostPCR.

En el area de prePCR, se realizd los procesos de extraccion de ADN vy la
preparacion del céctel de amplificacion. Para esta area se encuentra destinado un
laboratorio especifico, el mismo que esta totalmente apartado del area de postPCR y de
los demas laboratorios que componen el laboratorio de Biologia Molecular del Centro
de Biomedicina; los suministros, reactivos y equipos son de uso exclusivo para esta
area y no son compartidos con el resto de laboratorios y menos ain con el laboratorio
de postPCR.

En el area de PostPCR se realizd los procesos de amplificacion y visualizacion
de resultados, al igual que en el area de prePCR, este laboratorio también tiene

suministros, reactivos y equipos de uso exclusivo.



Las condiciones de reaccion se optimizaron de acuerdo con lo descrito por Peek
etal., (1994) y Weiss et al., (1994); ya que el este estudio se utilizd 2 pares de primers
que amplifican secuencias especificas en el gen 16S rRNA, de H. pylori (tabla 1); por
lo que cada muestra se proceso para la amplificacion de dos fragmentos diferentes. El

volumen final de la mezcla de reaccion fue de 51 ul, donde se incluyo 454l
correspondientes a PCR SuperMix (Invitrogen) que contiene: (22 mM Tris-HCI (pH

8.4), 55 mM KCl, 1.65 mM MgCI2, 220 “M 4GP, 220 “M 4ATP, 220 “M gTTP,
220 HM dCTP, 22 U Tag ADN Polimerasa/ml recombinante con estabilizadores); 1

M de cada primer a una concentracion final de 200 nM y 4 M de ADN obtenido de la
biopsia.

Cuadro 2.4 Primers utilizados en la amplificacion de secuencias especificas del gen
16SrRNA de H. pylori

Tamafio
de
Ubicacién producto
en el gen ||Primers Secuencia (5'—3’) en bp
691-710 ||16HP1 |[GCGACCTGCTGGAACATTAC 139
forward
809-829 ||16HP1 |CGTTAGCTGCATTACTGGAGA
reverse
219-240 ||16HP2 |[GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC 522
forward
719-740 ||16HP2 |TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG
reverse

Fuente: Weiss et al., 1994; Peek et al., 1994

El programa de amplificacion para PCR del primer 16HP1 se realizd de acuerdo con
lo descrito por Weiss et al., (1994):




" Desnaturalizaciéon inicial a 95 °© C por 5 minutos, seguida de 39 ciclos
modificado del original el cual recomienda 35 ciclos con desnaturalizacion a
95°C por 1 minuto, Acoplamiento a 55°C por 1 minuto.

. Extension a 72°C por 1 minuto, con una extension final a 72°C por 10 minutos.

El programa de amplificacion para PCR del primer 16HP2 se realiz6 de acuerdo con
lo descrito por Peek et al., (1994):

. Desnaturalizacién inicial a 94 ° C por 5 minutos, seguida de 39 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto.
. Acoplamiento a 55°C por 1 minuto.

. Extension a 72°C por 2 minuto, con una extension final a 72°C por 7 minutos.

Los resultados de la amplificacion se visualizaron sometiendo una muestra del producto

amplificado a electroforesis en un gel de agarosa al 1.6%.

2.5.10. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

La separacion de los fragmentos de ADN en funcidn de su tamafio, se llevé a
cabo en geles de agarosa cuya concentracion fue 1.6 % (p/v). Las electroforesis se
desarrollaron en cubetas horizontales a voltaje constante (80 o 90 V) y como tampodn se
utiliz6 TAE 1x (Tampon TAE 50x: Tris-HCIl 2 M, pH 7,2, EDTA 50 mM, pH 8, acido
acetico glacial 57,1 ml y agua destilada hasta 1 litro). Las muestras se prepararon
mezclando el ADN amplificado con tampon de carga de alta densidad, compuesto
por azul de bromofenol 0,25% (p/v) y glicerol 30% (v/v) y descrito como de tipo Il por

Sambrook y colaboradores, 1989.

Para la visualizacién del ADN el gel se sometio a tincion en una solucién de
bromuro de etidio (10 ug/ml) y se visualiz6 a través de un transiluminador UV de la marca
(Life Technologies). La fotografia del gel se realizé con una camara digital marca Linux y

las fotografias fueron impresas en papel de fotografia marca kodak.

El tamafio de los fragmentos de ADN se estimd comparando las distancias
que éstos recorrian en el gel de agarosa con la distancia que recorrian fragmentos de
ADN de tamafio conocido. Como marcador de peso molecular se utilizdé: Un

marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen). Derivado de un plasmido que



contiene repeticiones de un fragmento de ADN de 100 pb., contiene 15 fragmentos
que se incrementan de 100 bp y una banda adicional de 2027 bp.

2.6. Anélisis de datos:

2.6.1. Estadistica de métodos diagnosticos

2.6.1.1. Diagnostico de Helicobacter pylori mediante la técnica molecular de
PCR.

Para el andlisis de los resultados de la prueba diagnostica molecular, se elabor6
una matriz con ceros y unos: 1 = Positivo y 0 = Negativo (Anexo D).

Positivo: Cuando se visualice banda de amplificacion
Negativo: Cuando no se visualice banda de amplificacion
2.6.1.2.  Diagnéstico de Helicobacter pylori mediante la técnica de Histopatologia.

Una vez terminada la fase experimental se retir0 los resultados del diagndstico
histopatolégico y también se elaboré una matriz con ceros y unos: 1 = Positivo y 0 =

Negativo (Anexo E), en los resultados histopatologicos el diagnostico se presento:
Positivo: HELICOBACTER PYLORI (X, XX, XXX).

Negativo: HELICOBACTER PYLORI NEGATIVO, o no se identifica bacilos
GUIEMSA.

2.6.2. Célculo de la sensibilidad, valores predictivos e indice de desempefio de la

técnica molecular PCR.

Para el célculo de la sensibilidad, valores predictivos e indice de desempefio de
la técnica molecular PCR, se realizé una tabla de doble entrada; donde se ubicaron los
resultados obtenidos por la técnica molecular de PCR vy los resultados obtenidos en la
técnica de histopatologia, considerado el gold estandar de Ecuador, y se aplicé la
respectiva formula para su calculo (Dawson & Trapp, 2002; Warren & Newman,
1998).



Cuadro 2.5 Relacién entre el resultado de una prueba diagndstica y la presencia o

ausencia de una enfermedad.

Tabla de doble entrada

Verdadero diagndstico
Resultado de la prueba
Enfermo Sano
o Verdaderos Positivos Falsos Positivos
Positivo
(VP) (FP)
. Falsos Negativos Verdaderos Negativos
Negativo
(FN) (VN)

Fuente: Dawson & Trapp, 2002; Warren & Newman, 1998

2.6.2.1.

Formulas

a) Indice de desempefio

Se recopild los datos resultantes del PCR como los de histopatologia, y se

procedio a realizar la comparacion de los datos resultantes en cada técnica, se acumulo

los aciertos tanto positivos o negativos y se dividio para el namero total de casos,

utilizando la formula (Dawson & Trapp, 2002; Warren & Newman, 1998):

Cuadro 2.6 Férmula para el calculo del indice de desempefio de la técnica molecular

PCR.

Férmula

Donde:

D - Y _aciertos (+0-)

N .total

N.total = nimero total de casos

aciertos (+0— i .
z ( ) = Suma de aciertos positivos

0 negativos

Fuente: Warren & Newman, 1998




b) Sensibilidad

Cuadro 2.7 Formula para la determinacion de la sensibilidad de un método diagnostico

Férmula Donde:
VP S = Sensibilidad
S=——— VP = Verdaderos Positivos
(VP +FN ) FN = Falsos negativos

Fuente: Warren & Newman, 1998

c) Especificidad

Cuadro 2.8 Férmula para la determinacion de la especificad de un método diagndéstico

Formula

Donde:

VN

E = Especificidad

E =
(FP +VN)

VN = Verdaderos Negativos

FP = Falsos positivos

Fuente: Warren & Newman, 1998

d) Valores Predictivos

Valor predictivo positivo

Cuadro 2.9 Férmula para la determinacion del valor predictivo positivo de un método

diagnostico

Férmula

Donde:

VP

VPP =—
(VP + FP)

VPP = Valor predictivo positivo

VP = Verdaderos positivos

FN = Falsos positivos

Fuente: Warren & Newman, 199




Valor predictivo Negativo

Cuadro 2.10 Formula para la determinacion del valor predictivo negativo de un
método diagnostico

Férmula Donde:
VN VPN = Valor predictivo negativo
WN=— " — = -
VN = Verdaderos negativos
(VN +FN) J
FN = Falsos negativos

Fuente: Warren & Newman, 1998

3. RESULTADOS

3.1. Optimizacion de la técnica de diagndstico de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Dentro del proceso de la técnica molecular de diagndstico de la reaccion en
cadena de la polimerasa para H. pylori, se encuentran dos procesos determinantes para
la obtencion de un resultado dptimo, estos procesos son la extraccion del ADN de la
muestra (mucosa gastrica), y la amplificacion de la secuencia especifica del genoma de

H. pylori.

Los protocolos optimizados tanto para la extraccion de ADN gendmico como
para el proceso de amplificacion de fragmentos especificos del gen 16S rRNA de H.

pylori se describen en la parte de procesos 2.5.7.2.

3.1.1. Optimizacion en los pardmetros de extraccion de ADN

La optimizacién del protocolo de extraccién de ADN , resulté de la mezcla de
cinco protocolos diferentes; para obtener los resultados 6ptimos que brindaron los
componentes del buffer lysis en la extraccion del ADN gendmico, se partio en base a los
protocolos publicados por Chen, 2006 y Shibata, 2002; la temperatura y tiempo de

incubacion, de los protocolos descritos por Monteiro, 1997 y Valentine, 1991; y para la




precipitacion de &cidos nucleicos se utilizo el método recomendado por el
manufacturador del reactivo DNAzol® (Invitrogen).

3.1.2.  Optimizacion en los parametros de PCR

La optimizacién del PCR y sus respectivos parametros, se determind en base
al protocolo sugerido por el manufacturador de PCR SuperMix (Invitrogen). Los
programas de amplificacion utilizados fueron los descritos por Peek y Weiss, aunque en
el programa de amplificacion para los primers 16Hpl, se realizd una variante en el
namero de ciclos de 35 a 39, que brindé una mejor visualizacion de las bandas de

amplificacion.

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa amplificé fragmentos
especificos del gen 16S rRNA de H. pylori. Con la pareja de primers 16Hpl se
amplifico un fragmento de 139 bp. y con la pareja de primers 16 HP2 un fragmento
de 522 bp.
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Figura 3.1 Productos de amplificacion de muestras de biopsia gastrica.

Linea 1y 10: Marcador molecular de 100-2072, linea 2: producto de amplificacién del control positivo de
los primers 16Hp1; linea 3: producto de amplificacion del control negativo de los primers 16Hp1; linea 4-5
producto de amplificacién de muestras 9y 28 con los primers 16Hp1; linea 6: producto de amplificacién del

control positivo de los primers 16Hp2, linea 7: producto de amplificacion del control negativo de los primers

16Hp2, linea 8-9, producto de amplificacién de muestras 9 y 28 con los primers 16Hp2

Los resultados de la deteccion del gen 16S rRNA en mucosa gastrica de
pacientes ecuatorianos por la técnica de molecular de PCR concuerdan con los
resultados del gold estandar, 35 pacientes fueron positivos por PCR y los mismos 35
pacientes fueron positivos por histopatologia. Sin embargo se detecto cuatro positivos
por PCR (pacientes # 27, 33, 67, 82) que en el diagndstico histopatoldgico resultaron

negativos.



Los cuatro pacientes que fueron positivos para PCR y no por histopatologia, se
sometieron a un reproceso; donde se extrajo el ADN de las biopsias de respaldo de cada
paciente y posterior a esto se amplifico el gen 16S rRNA con los dos pares de primers,

siendo el resultado el mismo y descartando una posible contaminacion.

3.2. Pacientes

De los 109 pacientes estudiados, 56 (51%) eran hombres y 53 (49%) mujeres,
con edades entre 17 y 82 afios. La mayoria de pacientes se ubicé en un rango de edad

entre 31 y 60 afos y la media de la edad fue 46 afios.

Se observé que la mayor tasa de infeccion, se da en pacientes del rango de edad
de 30 a 60 afios, esto se correlaciona con el mismo intervalo de edad de los pacientes

que asistio a la consulta por dispepsia y se realizé el diagndstico de H. pylori.
3.3. Diagnostico endoscopico, histopatolégico y molecular

El diagndstico histopatoldgico y endoscopico reveld que todos los pacientes
presentaron algun tipo de gastritis crénica; el 76 % (83/109) Gastritis cronica no
atrofica, 10% (11/109) Gastritis cronica atrofica, 12 % (13/109) Gastritis cronica

atrofica con metaplasia, 2 % (2/109) Gastritis cronica atrofica con displasia (Anexo G).

Los resultados segun el diagnostico histopatolégico revelaron que 35 pacientes
fueron positivos para H. pylori de un total de 109 pacientes, mientras que el diagnostico
molecular por PCR reveldé que 39 pacientes eran positivos para H. pylori del mismo

total.

Tabla 3.1 Porcentaje de deteccion de los métodos de diagndstico utilizados en pacientes

dispépticos ecuatorianos.

Método Diagnostico Histopatologia PCR

% de deteccidén 32% (35/109) 36% (39/109)

De los 39 pacientes Helicobacter pylori positivos por la técnica molecular de
PCR todos presentaron gastritis cronica. De los cuatro pacientes que resultaron
positivos para PCR y no para histopatologia se obtuvo el siguiente resultado

histopatoldgico.




Tabla 3.2 Pacientes con resultado negativo a la infeccion de H. pylori por el método
diagndstico de Histopatologia y su respectivo anélisis.

Paciente Anélisis Histopatoldgico

# codigo

27 Gastritis cronica moderada congestiva, H. pylori negativo.
Mucosa de antro con intensa inflamacion mixta y congestion, infiltracion
linfoplasmocitaria XXX, polinucleares X, moderada hiperplasia foveolar
con atipias focales del grupo Il (Anexo H)

33 Gastritis cronica activa intensa con atipias severas del grupo I11-1V del
antro. H. pylori negativo.
Mucosa de antro e incisura con intensa inflamacion mixta, congestion y
hemorragia, infiltracion linfoplasmocitaria XX, polinucleares X,
moderada hiperplasia foveolar con metaplasia intestinal y atipias severas
del grupo I11-1V (Anexo 1)

67 Gastritis cronica activa intensa, H. pylori negativo.
Mucosa de antro con intensa inflamacion mixta y congestion, infiltracion
linfoplasmacitoria XXX, polinucleares X, formacién de un foliculo
linfoide, leve hiperplasia foveolar con atipias focales del grupo 11 (Anexo
J)

82 Gastritis cronica leve, H. pylori negativo.
Mucosa de antro con leve inflamacién crénica y congestion, infiltracion
linfoplasmocitaria X, moderada hiperplasia foveolar sin atipias. (Anexo
K)

3.4. Sensibilidad, valores predictivos e indice de desempefio de la técnica

molecular PCR

La técnica de diagnostico molecular de PCR respecto al gold estandar, el

diagndstico histopatologico; presenté una sensibilidad del 100%, especificidad de




94.59%, valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de 100 % y 94 %
respectivamente, con un indice de desempefio del 96.3 %.

Tabla 3.3 Relacion entre el resultado de la técnica diagnostica molecular PCR y el gold
estandar, diagndstico histopatoldgico para la deteccion de H. pylori

Tabla de doble entrada con los resultados de los dos métodos

diagndsticos.

Resultado del Resultado del diagnéstico molecular de PCR

diagndstico
. L Positivo Negativo Total por PCR
Histopatoldgico
POSITIVO 35 4 39
NEGATIVO 0 70 70
Total por
35 74 109

Histopatologia

Tabla 3.4 Porcentaje de sensibilidad y valores predictivos del diagnostico molecular

por PCR para la deteccion de H. pylori.

Método Sensibilidad | Especificidad Valores Predictivos (%)
Diagnostico (%) (%) Positivo Negativo
PCR 100 95 90 100




4. DISCUSION

Los resultados confirman la alta especificidad y sensibilidad del PCR como
método de diagndstico para Helicobacter pylori, lo que hace que un futuro
probablemente esta técnica se convierta en el gold estandar para la deteccion de este
microorganismo (Chey & Wong, 2007; Alba et al., 2006).

Coincido con Zsikia (2006); Di-Bonaventura (2004); Vinette (2004); Domez-
Altuntas, (2002) y Yamamura (1999) en que la PCR es la técnica de diagnostico basado
en biopsias con mayor sensibilidad y especificidad, al obtener en el estudio una
sensibilidad del 100%, especificidad de 94.5% y un indice de desempefio del 96% en
relacion al método diagndstico por histopatologia, pero méas relevante el hecho, que el
PCR incrementa la deteccion de Helicobacter pylori en muestras de biopsias gastricas.
En el estudio el método molecular de PCR incremento en 4 % la deteccion de H. pylori,
al haber detectado 4 pacientes méas de los diagnosticados por histopatologia. Una de las
probabilidades para que por el método de histopatologia estos cuatro pacientes hayan
resultado negativos, puede justificarse con lo propuesto por Yamamura, (1999); que
indica, que cuando existe dafio prominente en el tejido producido por la enfermedad,
existird baja densidad bacteriana en el tejido estudiado y en consecuencia el
microorganismo no puede ser visualizado produciendo un resultado negativo.
Revisando los resultados de histopatologia de los cuatro pacientes que tienen un
resultado positivo por PCR y negativo por histopatologia, confirmamos que este podria
ser una de las causas para tal resultado, pues los cuatro pacientes sufren de lesiones
severas como es el caso de hiperplasia, 3 de los 4 pacientes sufren hiperplasia moderada
y uno leve. Descarto lo expuesto por Hamer, (1992) y Ho (2000); que los pacientes
con diagnostico positivos por PCR y no por Histopatologia (Anexo H, 1, J, K), sean
resultado de una posible contaminacion, sustentado, en la utilizacion de procesos
estandarizados, exigentes controles en todos los procesos envueltos en el desarrollo de
la técnica y el uso de controles dentro del proceso, que descartan cualquier posibilidad
de contaminacion, mas aun cuando para la verificacion de tales resultados, se sometio a
un reproceso las biopsias de respaldo de los 4 pacientes extras positivos por PCR, bajo
el doble control en todos los procesos, obteniendo los mismos resultados y descartando

cualquier tipo de contaminacion (Mifflin, 2006).



Dentro de la optimizacion del método molecular de PCR, la obtencion de los
protocolos presentados, resultdé de una mezcla de diferentes protocolos, el resultado de
la mezcla se dio por la limitacion en la adquisicion de reactivos y equipos, que me
obligé a crear un protocolo 6ptimo acoplado a las condiciones que presenta nuestro
medio para hacer investigacion (Ausubel et al., 2002).

Los resultados del diagnéstico molecular por PCR no se afectaron por la
calidad del ADN. Los datos demuestran que de 66 muestras se obtuvo ADN de buena
calidad al presentar valores superiores al indice de calidad establecido en 1.5 (Monteiro
et al., 1997), mientras que el ADN extraido de las 43 muestras restantes fue de calidad
regular por presentar valores inferiores a este limite. Sin embargo, 15 de estas muestras
tuvieron un resultado positivo por PCR, 14 de las mismas con un valor entre 1 y 1.46.
La muestra 15, con resultado positivo para PCR, tuvo el valor mas bajo en calidad en
comparacion con las 109 muestras del estudio (paciente 95, Anexo F). De estos datos
podemos concluir que la PCR es una prueba muy sensitiva y que su eficacia no depende
de la calidad del ADN (Premoli et al., 2004).

El estudio de la PCR y la comparacion con el método de histopatologia puso
en evidencia que gran parte de la poblacion Ecuatoriana es propensa o tiene gran
susceptibilidad a tener problemas gastricos, al encontrar que el 100% de los pacientes
en el estudio presentaron algun tipo de gastritis (Anexo F). La tasa de infeccion por
H. pylori fue del 36 %, esto no coincide con la bibliografia donde se expone que esta
varia ente 80 y 90% (Chey & Wong, 2007, Shahanat et al., 2004; Moncayo et al.,
2006) probablemte en el estudio no se pudo sustentar esta afirmacion, ya que se tiene
como precedente que el grupo de pacientes enrolados en el estudio, pertenecen a un
estatus econdmico medio y alto, lo que tiene total relacién con lo expuesto por Chey &
Wong, 2007; Kamali-Sarvestani et al., 2006; Linpisarn et al., 2005; Michetti &
Svennerholm, 2003, Moncayo et al., 2006 que la tasa de infeccion se ve afectada

principalmente por el nivel socioecondémico del individuo.

A pesar de que el estudio de esta bacteria tiene gran relevancia en el campo
médico ecuatoriano, es poca la investigacion que se ha realizado, incluso son pocos los
centros médicos que cuenten con mas de un método diagnostico, para la deteccion de
este microorganismo (Debets-Ossenkopp et al., 2003). Las técnicas moleculares estan

saliendo del campo de la investigaciébn y se estan convirtiendo en técnicas de
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diagndstico de rutina, de ahi que la PCR podria convertirse en un método estandar de
diagndstico invasivo y no invasivo que permita un diagndstico rapido, eficaz y que
también pueda ser usada como una herramienta epidemioldgica para la investigacion de
posibles reservorios ambientales o animales donde el organismo podria encontrarse,
para elucidar el modo de transmisién del organismo (Chey &Wong, 2007; Shahamat et
al., 2004).

5. CONCLUSIONES

La técnica molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) podria
constituirse en un futuro cercano en la técnica con mayor especificidad y sensibilidad
para el diagnostico de Helicobacter pylori en biopsias gastricas. Esta investigacion
ha permitido estandarizar un método de deteccion molecular de este microorganismo,
a través de esta técnica rapida y eficaz que incrementa la deteccion de Helicobacter

pylori en relacion a otros metodos diagndsticos.

H. pylori es un bacilo espiralado gram negativo, agente etioldgico de varias
alteraciones en el hombre, como la gastritis crdnica, ulceras gastricas, Ulceras
duodenales, y es el principal factor de riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma de la
parte distal del estomago (antro y fondo) y del linfoma de tejido linfoide asociado a las
mucosas (MALT). Esto implica que su deteccion y posterior erradicacion sean una de

las principales razones para el diagndstico de este microorganismo.

Dentro del proceso de la técnica molecular de diagndstico de la reaccion en
cadena de la polimerasa para H. pylori he identificado dos procesos determinantes para
la obtencion de un resultado Optimo, estos son la extraccion del ADN de la muestra
(mucosa gastrica), y la amplificacion de la secuencia especifica del genoma de H.
pylori. Los componentes de los dos procesos, sus concentraciones y condiciones para su

desarrollo son criticos para la optimizacion de la técnica.

La amplificacion de una secuencia, dentro del gen 16S rRNA, del genoma de
H. pylori es altamente sensible, especifica y permite un diagnostico molecular muy

confiable.



6. RECOMENDACIONES

Este estudio es un punto de partida del proceso de investigacion del
Helicobacter pylori en el Laboratorio al que pertenezco, con el proposito de dilucidar
algunos factores concernientes a este microorganismo y su patogénesis en la poblacién

Ecuatoriana.

El hecho que el H. pylori es el principal factor de riesgo para el desarrollo del
cancer de estomago, el mismo que tiene una alta incidencia en el Ecuador, determina la
imperiosa necesidad de conocer mas acerca de este microorganismo, su diagndstico, y
los factores co-patogénicos para la generacion de patologia gastrica benigna y maligna
causadas por Helicobacter.

Un estudio epidemiologico acerca de las patologias géastricas causadas por
Helicobacter en el Ecuador es mandatario para poder dilucidar las posibles vias de

transmision e infeccion.

También la genotipificacion de la bacteria permitiria diagnosticar a pacientes
infectados por cepas virulentas, y de esta manera proveer un dato valioso para la

evaluacion y tratamiento del paciente.

Ademas, el estudio de resistencias antimicrobianas de H. pylori es
indispensable para conocer que esquema de tratamiento aplicar en pacientes
ecuatorianos. EI incremento en los porcentajes de erradicacion de la bacteria podria

resultar en una disminucion de cancer gastrico en el Ecuador.
Proceso de Optimizacion

Para los procesos de estandarizacion de la técnica de PCR se recomienda tener
muy en cuenta la aplicacién de procesos de descontaminacion en todos los pasos y la

utilizacion de diferentes areas de laboratorios ( prePCR y postPCR).

Para mejorar la calidad del ADN se recomienda: a) la desactivacion de la

proteinasa K dentro del proceso de extraccién; y/o b) un proceso de purificacion del



ADN obtenido a través del uso de reactivos estandarizados por compafiias
biotecnoldgicas, por ejemplo DNAzol de Invitrogen.

En este estudio se utilizdé dos sets de primers con el objetivo de corroborar los
resultados que produzca el uno o el otro. Los primers 16HP1 amplificaron un fragmento
de 129 bp, mientras que los primers 16HP2 amplificaron un fragmento de 539 bp. A
pesar de que ambos primers tuvieron la misma sensibilidad y especificidad,
recomendaria el uso de los primers 16HP1 debido a que amplifican un fragmento de
ADN genémico mas pequefio. Mientras mas pequefio sea el fragmento a amplificarse
es mas probable que dentro del proceso de extraccion este se mantenga integro.

Para la visualizacion de los resultados de amplificacion se podria utilizar otros
métodos, tales como la hibridacion, técnicas colorimétricas y PCR en tiempo real, los

mismos que podrian incrementar la sensibilidad de la prueba molecular.
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