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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo gram-negativo, curvado y microaerofilico
que puede encontrarse en la mucosa gastrica del estdmago humano merced a su
capacidad de sintetizar y secretar la enzima ureasa, modificando el pH gastrico y
generando condiciones permisivas para la colonizacion (Marshall y Warren, 1983). H.
pylori, el patégeno gastrico de mas amplia distribucion mundial (en promedio, el 50%
de la poblacion se encuentra infectada, con regiones que alcanzan prevalencias del 90
%) es responsable de cuadros de gastritis cronica, enfermedad ulcero péptica y es un
factor etiologico importante en la secuencia que conduce al carcinoma gastrico (Gohy
col.,, 2011;Toller y col., 2011; Zabaletta, 2012). Los diversos cuadros clinicos que
presentan los pacientes infectados podrian deberse, entre otras causas, a la presencia
de factores de virulencia especificos de la bacteria, a la diversidad genética de
diferentes cepas de la misma y a factores inherentes al huésped (Yamaoka, 2010;
Hunt y col., 2011; Conteduca y col., 2013). Entre los factores de virulencia de la
bacteria merecen destacarse los productos de los genes cagA ,vacA y babA2. CagA
activa vias que inducen la proliferacion celular, la inhibicion de la apoptosis, un
alargamiento celular tipico y la respuesta inflamatoria (Ricci y col., 2011; Chung y Lim,
2014). La toxina codificada por el gen vacA (que puede presentar las variantes alélicas
conocidas como vacAsim1, vacAs1m2, vacAs2m1 y vacAs2m2), induce a la
formacion de vacuolas en células epiteliales in vitro, causa degeneracién vascular de
las células gastricas y ulceracion de la mucosa gastrica (Cover y Blaser, 1992). La
adhesina BabA es una proteina de membrana externa codificada por los genes babA1
y babA2, aunque sélo éste ultimo es funcional. El principal papel patogénico de la
proteina BabA2 consiste en el efecto sinérgico que presenta con los otros factores de
patogenia, ya que optimizaria la accion de estos ultimos, al dar lugar a una mayor
alteracion del epitelio gastrico (Chen y col. 2013). Las amplias diferencias geograficas
mundiales en relacién a la incidencia del cancer gastrico y a la mortalidad atribuida a
éste, indicarian que existen multiples factores que influirian en su desarrollo, entre
ellos: la infecciébn con H.pylori y la virulencia de las cepas (Yamaoka, 2010), la
herencia (se postula que los familiares de primer grado tienen un riesgo 2 a 3 veces
superior sobre el resto de la poblacion), mutaciones en el gen supresor de tumor tp53,
sobre-expresion, amplificacion y mutacion de oncogenes (c-kit, ras, HER-2/neu, c-
myc,) y polimorfismos en genes de citoquinas (entre éstos, polimorfismos de simple
nucledtido, SNP, en promotores de IL-6 e IL-8), entre otras causas (Sugimoto y col.,
2010; da Costa y col., 2013). Se ha mencionado que existiria una relacion entre la
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infeccion por H. pylori e IL-6, porque los niveles de ARNm de ésta se correlacionan
con el grado de inflamacién en la mucosa gastrica asociada a la infeccion. En relacion
al SNP -174 G>C en el promotor del gen de IL-6, se han reportado mayores niveles
de esta interleuquina en los individuos con el alelo GG (Lobo Gatti y col., 2007). En
cuanto al tratamiento de erradicacion de H.pylori, las drogas utilizadas incluyen a la
claritromicina, amoxicilina y un inhibidor de la bomba de protones (IBPs) como
farmacos recomendados en la terapia de primera linea. La tasa de erradicacién es
variable segun la region, debido principalmente al aumento de la resistencia a
claritromicina, la cual es una consecuencia de mutaciones puntuales en el dominio V
del gen 23S ARNr, siendo las mas prevalentes en todo el mundo las A2142G y
A2143G (Suzuki y col, 2013).
OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados, en el presente trabajo nos
propusimos:

a) ldentificar factores de virulencia de la bacteria H. pylori (cagA, vacA y babA2) en
biopsias gastricas de pacientes adultos sintomaticos infectados de nuestra region.

b) Correlacionar los genotipospresentes con los hallazgos histolégicos en cada
paciente.

c) Comenzar a evaluar polimorfismos en secuencias promotoras de genes de
Interleuquinas.

c) Detectar la presencia de mutaciones que confieren resistencia a claritromicina.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y Muestras. Criterio de inclusion: Pacientes sintomaticos (ardor, pirosis,
dolor abdominal recurrente, pérdida de peso o intolerancia selectiva a ciertas ingestas)
atendidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital “Dr.J.M. Cullen” (Santa Fe),
con indicacion de fibroendoscopia digestiva alta (N=169),18-67 anos).Criterio de
exclusion: Pacientes que hubieran recibido en los ultimos 15 dias terapia con
antibioticos, antagonistas de receptores H, e Inhibidores de la bomba de protones
(IBPs). En la endoscopia, se obtuvieron 6 muestras de la region antral: 2 para el test
de ureasa rapida, 2 para el examen histolégico y 2 para el analisis molecular. Se
registraron: género, edad y diagndstico anatomopatolégico de cada paciente.
Purificacion de ADN. Se purific6 ADN gendmico utilizando columnas de adsorcién. La
integridad y masa del ADN extraido se evalué por electroforesis, y posterior lectura de
absorbancia a 260 y 280 nm. Las muestras de ADN se conservaron a -20°C hasta su
uso en las distintas reacciones de amplificacion.

Detecciéon molecular y genotipificacion de H. pylori. Para la identificacion
molecular de H. pylori, se realiz6 una amplificacion por nested-PCR del gen hsp60 .
Los genes cagA, babA2 y las variantes alélicas del gen vacA fueron analizados por
una PCR de punto final multiple. En todos los casos, los productos formados se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa.

Analisis del polimorfismo en el promotor del gen de Interleuquina 6. El
polimorfismo -174 G/C fue analizado por RFLP-PCR. Luego de la amplificacion por
PCR, los productos fueron digeridos con la enzima Nialll y analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Deteccion de mecanismos de resistencia a claritromicina por PCR-RFLP. Para la
deteccion de mutaciones responsables de resistencia a claritromicina, se realizdé una
amplificacion por PCR de una secuencia correspondiente al dominio V del gen 23S
ARNr seguido de una digestién con las enzimas Mboll, para la mutacion A2142G vy
Bsal para la mutacién A2143G, generando los fragmentos indicados en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion grafica del gen que codifica la region 23S ARNr de H. pylori,
posicion de apareamiento de primers usados para la PCR y fragmentos de restriccion
generados.

Analisis estadistico. La evaluacion de los resultados obtenidos incluyé el analisis de
asociacion entre variables categoricas utilizando el test exacto de Fisher. Un valor de
p< 0.05 se considerd significativo. La fuerza de la asociacion se evalu6 a través de
Odds ratio (OR) (intervalo de confianza del 95%).

RESULTADOS

La Figura 2 es una imagen representativa de la PCR multiple para los genes cagA,
babA2 y vacA (con sus variantes alélicas).La prevalencia de H. pylori en la poblacion
estudiada (n=169) fue del 42%. El total de muestras positivas para H. pylori (n= 70)
tuvo diagnostico de gastritis. En éstos, la frecuencia de los genotipos cagA, vacA 'y
babA2 fue de 41%, 100% y 60%, respectivamente. La combinacién alélica mas
frecuente del gen vacA fue la s1m1 (64%) (s2m2, sTm2 y s2m1 se encontraron en un
19, 16 y 1.4%, respectivamente, Fig. 3.).
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Figura 2. PCR Multiple para cagA, babA2 y vacA. Figura 3. Variantes alélicas de VacA.

Los pacientes pacientes H. pylori (+) pudieron clasiticarse, de acuerdo al analisis
histolégico, en 3 grupos:a) Pacientes con Gastritis Crénica (GC), b)Pacientes con
Gastritis Crénica Activa sin Metaplasia Intestinal (GCASinMI) y c) Pacientes con
Gastritis Crénica Activa con Metaplasia Intestinal (GCAconMI). Llamativamente, el
grupo con GCAconMI| mostré la mayor proporcion de cepas de H. pylori con los
genotipos cagA (+), vacAs1im1 y la combinacion cagA (+)/vacAs1im1. No hubo
diferencias significativas en la proporcion de genotipos de H. pylori encontrados entre
los grupos GC y GCAsinMI. Por el contrario, el numero de cepas portadoras de los
genes cagA, vacAs1m1 y de la combinacion cagA (+)/vacAs1m1 fue mayor en el grupo
GCAconMI que en el grupo GC (p<0.05) (Odds ratio: 5.8IC:1,3-25,3).No se encontro
asociacion significativa entre el genotipo “triple virulento”(cagA+/vacAs1m1/babA2+) y
los distintos diagndsticos histopatolégicos (p>0.05)(Fig.4).
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No encontramos, hasta el momento, diferencias entre los grupos GCAsinMI y
GCAconMI, para los distintos genotipos analizados. En este sentido, es probable que
la presencia de otros genes distintos a los estudiados en este trabajo y/o
determinantes de la respuesta inflamatoria de cada individuo puedan influenciar el
cuadro de los pacientes que presentaron metaplasia intestinal. Para testear esta
hipétesis, comenzamos a evaluar la presencia de un polimorfismo en el promotor del
gen de la IL-6 (-174 G>C) (Fig. 5).
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Figura 5. Andlisis del polimorfismo en el promotor del gen de IL-6.
U, muestra sin digerir; D, muestra digerida con la enzima Nla lIl.

Aunque la diferencia no es estadisticamente significativa, la proporciéon del haplotipo
GG fue mayor en los pacientes que presentaban metaplasia intestinal, sin discriminar
los genotipos de H. pylori presentes (75% vs 59%). De manera interesante,
encontramos diferencias cuando el analisis incluye solo a pacientes que presentan el
genotipo cagA(+)/vacAs1m1 (p<0.05; Odds ratio 6.4 , IC=1.4-27.4)

Finalmente, para la busqueda de mutaciones que confieren resistencia a la
claritromicina, se pudo amplificar de manera especifica y con rendimientos apropiados,
el producto de 768 pb dentro del cual se ubican las mutaciones bajo estudio. Luego, la
digestiéon con Mboll y con Bsal permitid poner de manifiesto la presencia de las
mutaciones A2142G y A2143G, respectivamente (Fig. 6). En este aspecto evaluado,
se procesaron 43 muestras de pacientes infectados, en las cuales se detectaron 2
pacientes que presentaron la mutacion A2142G y 4 que portaban la mutacion A2143G,
lo que -hasta el momento- representa un porcentaje de resistencia del 14%.

M 1 2 M 1 2
A- Sy W 4768pb c- y
— a ERg————— )

«768pb

P

. «350pb 1 2 3 4
M 1 2 | ﬂ - «310pb s+ .
L —

s 4660pb ‘
- - -

«418pb
Sme <108pb «350ph

1 2 3 4

B-
——

€108pb

Figura 6. Deteccion de resistencia a claritromicina por PCR-RFLP. A, amplicones sin digerir;
B, amplicones digeridos con Bsal (wild type); C,,amplicones digeridos con Bsal (mutacion
A2143G); D, Panel superior: amplicones digeridos con Bsal (wild type), Panel inferior,
amplicones digeridos con Mboll, la muestra 2 presenta la mutacion A2142G.
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CONCLUSIONES

e A partir de los estudios de identificacion molecular y de genotipificacion de
Helicobacter pylori, hemos podido caracterizar las cepas prevalentes en
nuestra regién. La prevalencia de H. pylori encontrada es similar a lo reportado
para el promedio de la poblacién mundial.

o Histolégicamente, los pacientes estudiados no constituyeron un grupo
homogéneo. Se establecieron 3 grupos: pacientes con Gastritis Cronica,
pacientes con Gastritis Cronica Activa sin Metaplasia y pacientes con Gastritis
Crénica Activa con Metaplasia.

e Un 19% de los pacientes H pylori (+) presentd lesiones pre-neoplasicas
(metaplasia intestinal). En este grupo, se encontré la mayor proporcion de
cepas portadoras de los factores de virulencia mas citdxicos (cagA y
VacAs1m1).

e Ademas, estos pacientes presentaron la mayor proporcién del haplotipo GG
cuando se analizé el polimorfismo en el promotor del gen de Interleuquina 6.

e Los resultados obtenidos hasta el momento indicarian que la combinacion de
factores especificos de la bacteria (factores de virulencia) con determinantes
de la respuesta inflamatoria del huésped (IL-6) estarian involucrados en el
desarrollo de patologias gastricas mas severas.

¢ Finalmente, pudimos establecer los primeros datos reportados de deteccion de
mecanismos de resistencia a claritromicina en pacientes de la provincia de
Santa Fe, encontrando una significativa proporcion de cepas resistentes a
claritromicina.
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