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Resumen. Helicobacter pylori es ¢l principal agente bacteriano implicado
en lesiones gastroduodenales inflamatorias en humanos y una de las bacterias
patégenas mas comunes, con una alta prevalencia en Venezuela. El diagnosti-
co de la infeccion por H. pylori se realiza frecuentemente en biopsias gastri-
cas mediante PCR; sin embargo, el jugo gastrico y las biopsias esofagicas po-
drian también ser utilizadas como muestras alternativas para determinar la
infeccion. En el presente trabajo se evaltio la infeccion por H. pylori en dife-
rentes muestras del tracto digestivo superior de pacientes dispépticos, me-
diante la deteccion por PCR de genes esenciales (glmM y ureA) y de virulencia
(cagA). De los 104 pacientes estudiados, H. pylori fue encontrado en 53,8;
69,2 vy 58,7% de las muestras de jugo gastrico y biopsias gastricas y esofagicas,
respectivamente, con una predominancia de cepas tipo I (cagA+) en jugo y
biopsias gastricas y cepas tipo II (cagA-) en biopsias esofdgicas. La deteccion
de H. pylori en jugo gastrico y biopsias esofdgicas mostré una alta sensibilidad
y especificidad en relacion a la deteccion en biopsias gastricas, lo cual sugiere
que ambos tipos de muestras pueden ser utilizados eficazmente para un diag-
nostico seguro de la infeccion por H. pylori.
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Diagnosis of Helicobacter pylori infection by PCR in gastric juice
and gastroesophageal biopsies from dyspeptic patients
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Abstract. Helicobacter pylori is the main bacterial agent implicated in
human gastroduodenal inflammatory pathologies; being one of the most com-
mon bacterial pathogens, with a high prevalence in Venezuela. The diagnosis
of H. pylori infection is performed primarily in gastric biopsies through PCR;
however, string-absorbed gastric juice and esophageal biopsies could be also
used as alternative specimens to determine the infection. In this study the H.
pylori infection was assessed in different specimens of the upper tract diges-
tive of dyspeptic patients, though the detection by PCR of essential genes
(@lmM and ureA) and genes encoding virulence factors (cagA). Of 104 pa-
tients studied, H. pylori was found in 53.8, 69,2 and 58,7% of gastric juice,
and gastric and esophageal biopsies, respectively; with predominance of the
strains type I (cagA+) in juice and gastric biopsies, and strains type II (cagA-)
in esophageal biopsies. The detection of H. pylori in gastric juice and esopha-
geal biopsies showed high sensitivity and specificity, in comparison with the
detection in gastric biopsies, suggesting that both types of specimens may be

used efficiently for a secure diagnosis of H. pylori infection.

Recibido: 09-12-2011. Aceptado: 07-06-2012

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria ge-
néticamente diversa, implicada en numero-
sas enfermedades gastroduodenales tales
como gastritis cronica, tlcera péptica, ade-
nocarcinoma gastrico y linfoma de tipo
MALT (tejido linfoide asociado a la mucosa,
por sus siglas en inglés) (1). Su capacidad
para sobrevivir y adaptarse a las condicio-
nes fisiologicas excepcionales de la mucosa
gastrica, le permite colonizar y persistir en
el estomago durante afios (2). A nivel mun-
dial se ha reportado una alta prevalencia de
infeccion por H. pylori, con un alto porcen-
taje de casos asintomaticos, por lo que es
considerada una de las mas comunes en hu-
manos con alta morbilidad y baja mortali-
dad (3). En paises desarrollados, se encuen-
tra infectada menos del 30% de la pobla-

cién; mientras que en paises en vias de de-
sarrollo, la prevalencia oscila entre el 50 y
90% (4, 5). En Venezuela, estudios recien-
tes han revelado una alta prevalencia de la
infeccion tanto en nifos y adolescentes
(65%) como en adultos sintomaticos y asin-
tomaticos (46-95%) (6-8). Sin embargo, son
pocos los estudios reportados en pacientes
asintomaticos a nivel epidemioldgico.

En vista de la clara asociacion entre
esta bacteria y un nimero importante de
enfermedades gastroduodenales, se han de-
sarrollado diversos métodos diagnostico, de
los cuales las técnicas moleculares son las
mas aplicadas en laboratorios de investiga-
cion y clinica, principalmente la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), debido a
su alta sensibilidad y especificidad (9). A di-
ferencia de otras técnicas como la histolo-
gia y/o la serologia, la PCR permite la rapi-
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da deteccion de genes especificos que con-
tribuyen al diagnostico y tratamiento ade-
cuado de la infeccion (10).

A pesar de que H. pylori se desarrolla
principalmente en la mucosa gastrica, re-
cientemente se ha encontrado en otros si-
tios del tracto digestivo superior tales como
jugo gastrico y mucosa esofiagica; la coloni-
zacion en esta ultima es inducida principal-
mente por el reflujo del jugo gastrico como
consecuencia de una hipersecrecion acida
del estémago (11). De manera que su pre-
sencia ha sido también implicada en patolo-
gias severas del esofago, aunque esto no ha
sido claramente demostrado (12). No obs-
tante, en Venezuela no hay antecedentes de
estudios dirigidos a la validacion del uso de
biopsias esofagicas para el diagnostico de la
infeccion por H. pylori.

La deteccion de H. pylori en el jugo
gastrico se ha determinado mediante el uso
de la prueba del hilo (o capsula Entero-test
pediatrica), empleada inicialmente para el
diagnostico de parasitos gastroduodenales
tales como Giardia lamblia y bacterias
como Salmonella enterica serovar Typhi y
Mycobacterium tuberculosis (13). Es un mé-
todo facil, seguro y poco invasivo para la po-
blacion general, tanto a nivel clinico como
epidemioldgico, es altamente sensible y es-
pecifico con particular valor en nifios meno-
res de 3 anos para determinar el comienzo
de la infeccion (10,13).

El diagnodstico por PCR para detectar
directamente H. pylori en muestras clinicas
provee una sensibilidad tan alta como el
cultivo para la detecciéon de la infeccion
(13). Este método puede ser realizado me-
diante la amplificacion de genes esenciales
y de virulencia. Los genes esenciales estan
presentes en todas las cepas y definen el es-
tatus de la infeccion como glmM que codifi-
ca para la enzima fosfoglucosamina mutasa
(14) y ureA de la ureasa A (15). Los genes
de virulencia definen el grado de patogeni-
cidad de la bacteria de acuerdo al tipo de

cepa presente, el gen A asociado a la citoto-
xina (cagA) es el mas estudiado como fac-
tor de virulencia de H. pylori (16, 17). De
acuerdo al grado de patogenicidad se han
definido 2 tipos de cepas, tipo I cagA (+) y
tipo II cagA (-) (17). Asi mismo, el gen
ARN ribosomal 16S ha sido ampliamente
usado en estudios taxonémicos y filogenéti-
cos para la deteccion e identificacién de es-
pecies del género Helicobacter (18).

En el presente estudio se determiné la
prevalencia de la infeccion por H. pylori en
muestras de jugo gastrico y biopsias gastroe-
sofagicas de pacientes dispépticos, mediante
la amplificacion por PCR de genes esenciales
y de virulencia (gImM, ureA y cagA) propios
de la bacteria a fin de diagnosticar la infec-
cién en muestras de distintas procedencias
en el tracto gastroduodenal.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Participaron en el estudio 104 pacien-
tes voluntarios dispépticos (con sintomas
en el tracto digestivo superior como ardor o
acidez, presién abdominal, gases estomaca-
les o flatulencia, nduseas o vomitos y reflu-
jo) (19), con edades comprendidas entre 17
y 70 afos, que acudieron por primera vez a
consulta médica en el Servicio Oncoldgico
Hospitalario-IVSS de Caracas (antiguo Hos-
pital Padre Machado) entre Octubre del
ano 2008 hasta Marzo del 2010. En cumpli-
miento con los requerimientos éticos, todos
los pacientes incluidos fueron informados
sobre el estudio y firmaron un consenti-
miento escrito. El criterio de inclusion uti-
lizado fue no haber recibido antibidticos,
sales de bismuto o inhibidores de la bomba
de protones por al menos un mes previo a
la toma de las muestras. El protocolo del
estudio fue revisado y aprobado por el Co-
mité de Bioética del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC) y del
Servicio Oncolégico Hospitalario-IVSS.
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Tipos de muestras

Antes de realizar la endoscopia, el pa-
ciente en ayunas ingiri6 una cdpsula Ente-
ro-test pediatrica o prueba del hilo (HDL
Corp., USA), que consistié en un hilo de
nylon absorbente (90 ¢m) enrollado dentro
de una cdpsula de gelatina para facilitar su
deglucion, de acuerdo a las recomendacio-
nes del fabricante. Una vez ingerida la cap-
sula, el extremo superior del hilo se fijo a
un lado de la boca del paciente y 1 hora
después se retird. Posteriormente, el médi-
co tratante, tomé biopsias gastroesofagicas,
durante la endoscopia. De cada paciente se
tomaron dos biopsias, una en la regién an-
tral del estbmago y otra en la mucosa esofa-
gica (tercio inferior y/o 2 em de la linea 7).
Las muestras de hilo con el jugo gastrico
absorbido y las biopsias gastroesofagicas
fueron transportadas al Laboratorio de Fi-
siologia Gastrointestinal y conservadas a
—80°C hasta su procesamiento.

Extraccion del ADN

El hilo con el jugo gastrico absorbido
se colocd en un tubo de centrifuga de 15
mL que contenia 10 mL de solucién salina
(0,9%), se agitd vigorosamente con vortex y
se retiré el hilo. La suspension se centrifu-
86 a 12000g durante 20 minutos, de acuer-
do con el protocolo estandarizado en el La-
boratorio de Fisiologia Gastrointestinal
(10). El ADN genémico del precipitado del
jugo gastrico y de las biopsias gastroesofa-
gicas fue extraido utilizando el estuche
Mini DNA Qiamp QIAGEN de acuerdo al
protocolo del fabricante (QIAGEN, Valen-
cia, CA, USA).

Anilisis de PCR especifico para el género
Helicobacter y especie H. pylori

Se realizaron cuatro reacciones de
PCR por cada muestra de jugo gastrico y
biopsias (gastrica y esofagica) de cada pa-
ciente. La primera reaccién de PCR se reali-
z6 para determinar el género Helicobacter,

utilizando cebadores que amplifican una re-
gion especifica del gen ARNr 16S de 399 pb
(20) y tres reacciones posteriores para de-
tectar la especie, H. pylori, con cebadores
que amplifican dos genes especificos, glnM
de 294 pb (21) y ureA de 491 pb (22), y un
gen de virulencia, cagA de 128 pb (23). Las
reacciones de PCR (PCRs) fueron realizadas
mediante el estuche “PCR Master Mix”
(Promega Corporation, Madison, USA), en
un termociclador modelo GeneAMP PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Hayward,
CA) y con las mismas condiciones de ciclos
de amplificacién para cada par de cebado-
res, descritas previamente por los autores.
Cada reaccién contenia todos los compo-
nentes de PCR, mas 1 a 6 ul. de ADN, 3 uL
de la mezcla de cada par de cebadores (con-
centraciéon final 5 uM) y agua estéril para
completar un volumen final de 25 ul. El
control negativo de la reaccién se realizo
sin ADN, mientras que el control positivo
correspondi6 a 1 uL. de ADN de una cepa de
referencia de H. pylori (Hp26695). Poste-
riormente, 15 uL de cada reacciéon de PCR
(o amplicon) se visualizé por corrida elec-
troforética con el tampon de carga y bro-
muro de etidio en un gel de agarosa TBE al
2% permitiendo la deteccion del producto
amplificado.

Anilisis estadistico

Las comparaciones de deteccién entre
tipos de muestras para cada gen y prevalen-
cias en la poblacién estudiada fueron realiza-
das usando pruebas Chi-cuadrado, con el
programa estadistico R2.9.2. Para evaluar el
grado de concordancia entre los resultados
de deteccion de los genes de H. pylori, se
utiliz6 el Indice de Kappa. La sensibilidad y
especificidad de las muestras usadas fue de-
terminada mediante pruebas diagndsticas
simples con un 95% de confianza. Ambas
pruebas se realizaron con el programa esta-
distico Epidat3.1 y tomando como regla do-
rada la deteccion en biopsias gastricas.

Vol. 93(2): 168 - 177, 2012



172

Abrante y col.

RESULTADOS

El gen ARNr 16S, perteneciente al gé-
nero Helicobacter spp., se detectdé en 56
(53,8%) de las muestras de jugo gastrico de
los 104 pacientes estudiados, 71 (68,3%) de
biopsia gastrica y 59 (56,7%) de biopsia
esofagica (Tabla I). Los genes glmM y ureA,
especificos de H. pylori, se encontraron en
proporciones similares a la deteccion del
ARNr 16S, como se indica en la Tabla I.
Mientras que el gen cagA se detectd en 32
(30,8%), 38 (36,5%) y 22 (21,2%) de las
muestras de jugo gastrico, biopsia gastrica
y biopsia esofdgica, respectivamente. Este
altimo fue el mas variable por ser un gen
que puede o no estar presente en el ADN
genémico de H. pylori. Al comparar la de-
teccion de cada uno de los genes entre ti-
pos de muestras, no se observaron diferen-
cias significativas.

Dos de los genes de H. pylori utilizados
ampliamente para definir el estatus de la
infeccion son el glmM y el ureA. En los 104
pacientes estudiados se encontré que estos
dos genes estaban presentes en la mayor
parte de las muestras Helicobacter spp. po-
sitivas (Tabla I), con una concordancia muy
buena en la deteccion de ambos genes tan-
to en jugo como en biopsia gastrica

(Kappa=0,92 y 0,87; respectivamente) y
buena en biopsia esofagica (Kappa= 0,77).

En los tres tipos de muestras estudia-
das hubo una alta deteccion de H. pylori
con una prevalencia promedio del 59,6%. Al
estudiar la deteccién de cepas en la pobla-
cién, se encontré una predominancia de ce-
pas tipo I en las muestras de jugo y biopsia
gastrica (57,1 y 53,5%, respectivamente) y
de cepas tipo Il en biopsia esofdgica
(62,7%). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la deteccion de
los tipos de cepas entre muestras (Tabla II).

Los resultados obtenidos de las PCRs
en biopsias gastricas se tomaron como cri-
terio absoluto o “regla dorada” para la eva-
luacion de la infeccion por H. pylori en las
muestras de jugo y biopsia esofdgica. La
sensibilidad de las PCRs en estos tipos de
muestras fue de 79 y 83%, respectivamente,
mientras que la especificidad fue del 100%
en ambas (Tabla III).

DISCUSION

En los tres tipos de muestras estudia-
das hubo una alta deteccion de H. pylori, lo
que demuestra un diagnostico seguro de la
infeccion en el tracto digestivo superior. El
hilo gastrico permite la recoleccion de bac-

TABLA 1
DETECCION DE GENES ESENCIALES Y DE VIRULENCIA DE H. pylori EN MUESTRAS
DE JUGO GASTRICO, BIOPSIA GASTRICA Y BIOPSIA ESOFAGICA DE PACIENTES SINTOMATICOS

Genotipo Tipo de Muestra 9
Jugo Gastrico Biopsia Gastrica Biopsia Esofdgica
(n=104) (n=104) (n=104)

N° % N° % N° %
ARNr 16S 56 53,8 71 68,3 59 56,7 N.S. 1
glmM 54 51,9 67 64,4 53 51,0 N.S.
ureA 54 51,9 69 66,3 53 51,0 N.S.
cagA 32 30,8 38 30,5 22 21,2 N.S.

Método estadistico usado: Pruebas diagndsticas simples.

IC: 95%.

IN.S.= Diferencia no significativa.
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TABLA 11
DETECCION DE CEPAS DE H. pylori SEGUN EL TIPO DE MUESTRA

Tipo de Cepa Tipo de Muestra 9

Jugo Gastrico Biopsia Gastrica Biopsia Esofdgica

(n=104) (n=104) (n=104)
N° % N° % N° %
Tipo I (cagA+) 32 57,1 38 53,5 22 37,3 N.S.1
Tipo II (cagA-) 24 429 33 46,5 37 62,7 N.S.
Negativos 48 46,2 33 31,7 45 43,3 N.S.
Método estadistico usado: Pruebas diagnésticas simples.  IC: 95%. IN.S.= Diferencia no significativa.
TABLA II1

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR H. pylori
EN JUGO GASTRICO Y BIOPSIAS ESOFAGICAS EN RELACION A BIOPSIAS GASTRICAS

Biopsia Gastrica Sensibilidad  Especificidad

(n=104) (%) (%)
“F - Total

+ 56 0 56 79 100
Jugo Gastrico (n=104) - 15 33 48
Total 71 33 104

+ 59 0 59 83 100
Biopsia Esofagica (n=104) 12 33 45
Total 71 33 104

Método estadistico usado: Pruebas diagnosticas simples. IC: 95%.

terias presentes en el jugo gastrico para la
obtencion de ADN o de cepas bacterianas,
con una minima incomodidad para el pa-
ciente, durante en el proceso y una alterna-
tiva viable para el diagndstico de la infec-
cién por H. pylori (10, 13). La toma de
muestras de jugo gastrico para detectar H.
pylori es poco empleada en Venezuela, a pe-
sar de que es una téenica facil de realizar.
Se basa en la adhesion de las bacterias cir-
culantes en el jugo gastrico a un hilo de
nylon, que llega hasta la primera porcion
del duodeno (10). Los inconvenientes aso-
ciados a este método se presentan por con-
taminacion u obtencion insuficiente de
muestra debido a una baja concentracién

bacteriana y poco jugo gastrico presente,
asi mismo, al realizar este tipo de muestreo
no se puede establecer el nicho exacto de la
bacteria, por lo que es probable que la de-
teccion provenga del estomago, eséfago, u
otro lugar a lo largo del tracto gastroduode-
nal (8).

Las biopsias gastricas, por su parte,
son ampliamente usadas para la deteccion
de H. pylori o cepas bacterianas (13), aun
cuando son obtenidas por un método invasi-
vo y representan una molestia para el pa-
ciente. Este es el primer estudio, del cono-
cimiento de los autores, en el que se utili-
zan biopsias esofdgicas para la deteccion de
H. pylori en pacientes sintomaticos venezo-
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lanos. Su uso a nivel mundial con fines
diagnostico esta dirigido principalmente al
papel que juega la bacteria en patologias
del eséfago, como esofagitis por reflujo o
enfermedad por reflujo gastroesotagico,
eséfago de Barrett y carcinoma esofagico
(25, 26), hecho que aun sigue siendo con-
troversial y que no ha sido claramente esta-
blecido. Sin embargo, hasta el presente no
se conocen estudios previos sobre la valida-
cion de esta técnica como prueba diagndsti-
ca de la infeccion en las muestras clinicas.
Estudios recientes en el laboratorio han
mostrado una alta prevalencia de H. pylori
en la mucosa gastroesofagica (86%) de pa-
cientes dispépticos, lo cual sugiere que la
existencia de esta bacteria en el esétago es
probablemente una consecuencia de la in-
feccion gastrica, mas no es la especie resi-
dente dominante (24).

La semejanza encontrada al comparar
la deteccion de H. pylori en las muestras
de jugo y biopsias gastroesofagicas, sugiere
que la distribucién de la bacteria en el
tracto gastroduodenal superior no esta res-
tringida inicamente a la mucosa gastrica
sino que, en la mayoria de los casos puede
ser encontrada de forma generalizada. Ello
explicaria por qué H. pylori puede ser de-
tectada independientemente del tipo de
muestra. Asi mismo, la alta deteccion en-
contrada en la mucosa esofdgica apunta a
la realizacion de otros estudios que ayuden
a comprender como esta bacteria reside en
el es6fago, donde el pH es relativamente
neutro (pH 6) y no requiere, aparentemen-
te, de una adaptacién drastica para su co-
lonizacién, dado que las condiciones impe-
rantes son diferentes a las del estémago en
cuanto a pH, estructura celular y funciona-
miento.

En el presente estudio, se utiliz6 una
region interna conservada del gen ARNr
16S como marcador para la deteccién del
género Helicobacter spp. La alta deteccion
encontrada en la mucosa gastrica, indica

una mayor prevalencia de H. pylori en el es-
tomago aunque esta diferencia no fue signi-
ficativa. Los genes glmM y ureA fueron en-
contrados en el 100% de las muestras Heli-
cobacter spp. positivas, lo cual sugiere la
ausencia de especies de Helicobacter
no-pylori en las muestras estudiadas.

En Venezuela, la prevalencia reportada
de la infeccién gastrica por H. pylori es alta,
en un rango de 45 a 95% en la poblacion
sintomatica (9-10, 27-29), lo cual coincide
con lo encontrado en este estudio. Asimis-
mo, la prevalencia de la infeccién en jugo
gastrico por PCR fue similar a la reportada
en un estudio previo en Venezuela (48,9%)
(10) vy menor a la encontrada en Pert
(64,8%), otro pais latinoamericano en vias
de desarrollo (13).

El gen cagA, que codifica para una pro-
teina altamente inmunodominante, deno-
minada CagA, es un gen variable cuya pre-
sencia estd asociada con un mayor grado de
patogenicidad de la bacteria (30-33). En
este estudio se encontr6 que la prevalencia
de cepas tipo I (cagA+) en jugo y biopsia
gastrica es similar y en biopsia esofagica es
menor, mientras que la prevalencia de las
cepas tipo II (cagA-) es mayor en biopsia
esofagica en relacion con el jugo y biopsia
gastrica. Esta predominancia de cepas por
tipo de muestra sugiere que existe una mul-
ti-infeccion de H. pylori en el tracto digesti-
vo superior. La prevalencia de cagA en los 3
tipos de muestras se encuentra dentro del
rango reportado en estudios previos en Ve-
nezuela y en otros paises (32 a 77%), utili-
zando diferentes técnicas diagndsticas
como serologia y ensayo de sonda lineal
(Line probe assay) (28-29, 34-37).

Finalmente, el estudio de PCR mostré
una deteccion de H. pylori similar en jugo y
en biopsias esofagicas con una alta sensibi-
lidad y especificidad al ser comparados con
biopsias gastricas, lo cual indica que ambos
tipos de muestras pueden ser utilizados efi-
cazmente para un diagnostico seguro de la
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infeccion, empleando genes esenciales y de
virulencia propios de la bacteria.
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