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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria relacionada con diferentes enfermedades digestivas que
afecta a un numero significativo de individuos en la poblaciéon Colombiana. Si bien se dispone
de diferentes técnicas de diagnostico para este patdgeno, los procedimientos microbiolégicos e
histoldgicos utilizados rutinariamente requieren de varios dias para generar resultados. Actual-
mente las técnicas de biologia molecular muestran resultados favorables para la identificacion
de patégenos debido a que cada vez son menos costosas Yy los resultados se obtienen en
menor tiempo en comparacion con los procedimientos convencionales. En el presente estudio
evaluamos la técnica de PCR de un fragmento del gen DNAr 16S para determinar la presencia
de H. pylori en biopsias gastricas de pacientes que asistieron a consulta en dos Instituciones
de salud en Bogota. En 23 de 69 muestras evaluadas se identificd la presencia de H. pylori.
La metodologia evaluada mostro ser pertinente y sencilla como protocolo de referencia para la
deteccion rapida de este microorganismo en biopsias géastricas.
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Helicobacter pylori is a bacterium related to different digestive diseases that affects a significant
number of individuals in the Colombian population. Although it has different diagnostic tech-
niques for this pathogen, frequently used microbiological and histological procedures require
several days to generate results. Currently the techniques of molecular biology show favorable
results for the identification of pathogens because fewer costly and results are obtained in less
time compared to conventional methods. In the present study we evaluated PCR of 16S rDNA
gene fragment for the presence of H. pylori in gastric biopsies of patients attending consultation
on two health institutions in Bogota. In 23 of 69 samples tested H. pylori was identified. The
methodology proved to be evaluated as a easy and relevant protocol for the fast detection of

this organism in gastric biopsies.

Key words: Helicobacter pylori, biopsies, PCR, 16S.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo
flagelado, microaerofilo, con forma de espiral, que
ha colonizado en forma natural a los seres huma-
nos desde hace aproximadamente 10.000 afos.
La infeccion por H. pylori afecta aproximadamente
al 50% de la poblaciéon mundial, siendo asi la in-
feccion mas comun del mundo (1,2). En 1994 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifico
a este patdbgeno como agente carcindégeno tipo 1
(3,4). Esta bacteria se ha asociado con diferentes
enfermedades digestivas. Es conocida la implica-
cion fisiopatolégica de esta bacteria en la gastritis
cronica activa; ademas, es uno de los factores que
intervienen en la etiologia multifactorial de la Glcera
péptica, el adenocarcinoma gastrico y el linfoma
tipo MALT (Mucosa Linfoide Asociada a Tejido) de
bajo grado de malignidad (5).

Se adquiere mayoritariamente en la infancia 'y
presenta una baja frecuencia relativa (20 - 40%) en
paises desarrollados y una alta frecuencia (hasta
90%) en paises en desarrollo (6,7).

En Colombia se ha investigado su presencia
en muestras de biopsias gastricas y se ha esti-
mado una prevalencia cercana al 70% (8). En un
estudio que incluyd 203 pacientes, la prevalencia
por H. pylori alcanzd un 94% (9). El diagnéstico
histopatolégico mas frecuente fue gastritis atrofica
cronica en 36,4%. Solo en el 1,4% de los casos,
la mucosa gastrica era normal. La prevalencia de
cancer fue de 9,3% vy la de Ulcera gastrica 5,1%. El
96,9% de los tumores malignos fueron carcinomas
y linfomas sélo 3,1% (10).

Un estudio realizado en Bogota evidencio gas-
tritis crénica corporal en el 91% de los casos, de
los cuales el 70% presentaban infeccidn por esta
bacteria (11). Un estudio mediante endoscopia a
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1.022 participantes reporté que el 17,2% recibi6
diagnéstico de Ulcera péptica, y de este grupo,
un 92% presentd infeccidn por este microorga-
nismo (12).

Para el diagndstico de la infeccién por H. pylori
se han desarrollado diversas pruebas invasivas y no
invasivas que permiten establecer la presencia de
esta bacteria en los pacientes. Actualmente pueden
emplearse pruebas microbioldgicas, seroldgicas y
bioquimicas. Sin embargo, son dispendiosas y de
sensibilidad variable (13). Por este motivo la prueba
de PCR para amplificar el gen ARNr16S de H. pylori
ha despertado el interés en los Ultimos afios (14,15).

La amplificacion de segmentos del gen 16S
mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) permite la deteccion de los genes codifi-
cantes del ARNr 16S de bacterias, debido a que
se encuentran altamente conservados en todos los
microorganismos, los cuales tienen la particularidad
de presentar variaciones concentradas en zonas
especificas (14).

Las variaciones se encuentran en los oligonu-
cledtidos firm11, secuencias especificas cortas que
aparecen en la mayor parte de los miembros de un
determinado grupo filogenético, y raramente estan
presentes en otros grupos, incluidos los mas proxi-
mos. Por ello, estos oligonucledtidos firm pueden
utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su
propio grupo, facilitando la identificacion de especies
(14). De igual manera, varios estudios demuestran
la alta sensibilidad y especificidad de esta técnica
para la identificacion de H. pylorifrente a las pruebas
microbiolégicas e histopatolégicas (16).

El propésito del estudio fue identificar H. pylori
mediante el empleo de la PCR de un segmento del
gen 16S ARNr en ADN extraido a partir de biopsias
gastricas de pacientes colombianos. Se contem-

plaron las diferentes connotaciones clinicas como
el diagnostico endoscopico e histologico de las
entidades patol6gicas con respecto a los resultados
obtenidos por PCR.

MATERIALES Y METODOS

Criterios para la obtencion de muestras.
Los criterios endoscopicos fueron: mucosa enro-
jecida con imagenes endoscépicas eritematosas
compatible con gastritis, lesion tipo Ulcera péptica
compatible con ulcera, lesion tipo tumoral, coliflor
o lisa, herniacion de la mucosa sangrante o no
sangrante compatible con cancer gastrico. Cada
caso tuvo un registro del diagnéstico endoscopico
por parte del especialista.

Tomay trasporte de muestras. Se realizaron
endoscopias de vias digestivas altas en consulta
privada con el Gastroenterélogo, en dos institucio-
nes de salud en Bogota (Colombia), a pacientes
quienes recibieron diagnéstico de gastritis, Ulcera
péptica, cancer gastrico y mucosa sana durante
el periodo de Noviembre 2012 a Diciembre 2012.
Se empled un equipo Olympus Evis Exera CLE-
145 Score, CV-145, y Endoscopio GIF Olympus
Tips V, y las biopsias fueron tomadas con pinzas
Olympus FB-21K.

Al cumplir con los criterios de inclusion-exclusion
y de haber firmado el consentimiento informado y
la autorizacion para la toma de la endoscopia, se
procedié con la toma de biopsias segun el pro-
tocolo de Sidney del 2009 (17). Se asisti6é a 117
procedimientos endoscépicos. En total 69 pacientes
realizaron donacion de biopsias gastricas. Los 48
pacientes restantes no autorizaron su participacion
0 presentaron criterios de exclusién. La distribu-
cion de las muestras por género fue: 36 hombres
y 33 mujeres; el promedio de edad fue 56 afios
(17 y 83 afos). La procedencia correspondié a 49
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pacientes de Bogota y 20 pacientes procedentes
de poblaciones aledafias.Se tomaron de una a
siete biopsias en dos tubos con 15 ml de medio
liquido Campylobacter con sangre de caballo al
7%, isovitalex al 2%, y antibidticos selectivos:
trimetropin-sulfamatozazol al 0.1%, anfotericina
al 0,1%, penicilina al y 0,1%, vancomicina 0,1%,
en un tubo estéril de 15 mly transportadas a 4° C
a las instalaciones de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales (UDCA) dentro de las
primeras 6 horas (18). Una vez en el laboratorio,
las biopsias se homogenizaron vigorosamente en
vortex y se tomaron 150 pL del medio para las
prueba de ureasa.

Aislamiento y obtencion de biomasa para
extraccion de ADN

Las cepas aisladas a partir de las biopsias
depositadas en medio de cultivo liquido descrito
anteriormente, se obtuvieron al sembrarlas en agar
Columbia, adicionado con 7% de sangre desfibrinada
de cordero, suplemento selectivo DENT (vanco-
micina, trimetoprim, anfotericina B y cefsulodin) e
Isovitalex al 1%. Se incubaron en microaerofilia entre
2 a 7 dias hasta observar colonias caracteristicas
en unambiente: 5-10% O,; 5-10% CO,. 80-90% N,,
humedad de 95% y temperatura de 37 °C.

A las colonias crecidas en el medio se le
practicaron las pruebas basicas de identificacion,
consistentes en coloracion de Gram, produccion
de ureasa, citocromo-oxidasa y catalasa.

Después de realizadas las pruebas bioquimicas,
las muestras se cubrieron con un tapén de gasa
y algodon para permitir el intercambio gaseoso;
posteriormente se depositaron en bolsas espe-
ciales (Gaspak®pouch BBL) mas el dispositivo de
microaerofilia. Se llevaron a incubacion durante 4
dias a 37°C. El dispositivo mantuvo las siguientes

condiciones: CO, 5-10%; O, 5-10%; N, 80-90%,
humedad de 95% (18).

Extraccion de ADN. A partir de las muestras
sembradas en medio liquido y tras 3-4 dias de in-
cubacion, se tomaron 5 ml del cultivo y se realizé
extraccion del ADN genémico empleando el kit
de extraccion Ultra Clean microbial DNA isolation
de MoBio®. ElI ADN obtenido fue verificado por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en TAE y
cuantificado en el equipo Qubit®.

PCR. Para la amplificacion del gen DNAr16S
de H. pylori se utilizaron un par de cebadores
previamente reportados en la literatura, derecho
(5- TCGTGTCGTGAGATGTTGGG -3’) y rever-
so (5'- CCGTGGGCAGTAGCCAATTT-3’). Las
reacciones de amplificacion fueron realizadas
en tubos de 100 pL utilizando volumenes finales
de 20 pL con las siguientes concentraciones:
Iniciadores (Sintetizados por BIONEER® 0,5 uM
c/uno; Taq polimerasa (Biolase®, Bioline®) 0,07 U/
uL; MgCl,, 2.0 mM; dNTPs 250 uM c/uno, buffer
de reaccion 1X; DNA cromosomal ~30ng. Las
condiciones de amplificacion son las siguientes
una denaturacion inicial a 94°C por 4 minutos,
seguida de 30 ciclos de denaturacion, anillaje y
elongaciéon a 94°, 56°C y 72°C respectivamente;
un tiempo final de extension de 10 minutos a
72°C. Se amplifica un segmenté del gen DNAr
16s de aproximadamente 395 pb.

En cada ensayo de PCR se utiliz6 ADN de la
cepade H. pyloriNCTC 11638 donada por el labo-
ratorio de microbiologia de la Pontificia Universidad
Javeriana como control positivo, ademéas de ADN
extraido a partir de E. coliDH5a. La calidad del ADN
extraido fue verificada mediante la amplificacion del
gen 16S procariota con el par de iniciadores 8UA:
5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3’y 1485B:
5'-TACGGTTACCTTGTTACGAC-3..
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Aspectos Eticos. El presente estudio se
clasific6 como un estudio de Investigacién con
riesgo minimo dado por la clasificaciéon de pro-
yectos de investigacion de la Comision de Etica
e Investigacién (CEl).

RESULTADOS

Las muestras obtenidas en las dos institucio-
nes de salud se clasificaron segun el diagndstico
endoscépico, segln se muestra en la Figura 1.

Se obtuvieron resultados bioquimicos consis-
tentes con la presencia de H. pylori en 50 de las
muestras procesadas, correspondientes al 72,46%,
las 19 muestras restantes se interpretaron como
biopsias negativas para la bacteria.

Se logr6 aislar ADN gendmico de las 69
muestras géastricas en buena concentracion y
pureza, se obtuvieron ampliaciones del tamafio
esperado para H. pylorien 23 de las 69 muestras
(33.33%), frente a las 50 biopsias (72,46%) que
mostraron positividad en las pruebas bioquimi-

cas de H. pylori (Figura 2). Todas las muestras
positivas por PCR fueron positivas en los test
bioquimicos.

En ninguna de las pruebas realizadas se
obtuvo amplificacién con el ADN de Escherichia
coli y se verificod la calidad del ADN extraido al
obtener amplificacion del gen 16S procariético
en todas las biopsias con resultado negativo
para H. pylori.

DISCUSION

La presencia de H. pylori en biopsias gastricas
fue evaluada por PCR de un fragmento del gen
16S, con la cual se obtuvo un indice de deteccion
de 33,33%, inferior frente al indice de deteccion
estimado con las pruebas bioquimicas que co-
rrespondié a 72,46%. Esta diferencia puede ser
debida al aislamiento de otros microorganismos,
entre otros relacionados con especies diferentes a
pylori que se encuentran en el estbmago y pueden
arrojar resultados similares a H. pylori, mediante
las pruebas bioquimicas evaluadas.

Figura 1. Frecuencia H. pylori por PCR segun la patologia endoscoépica. En cada recuadro
se describe la entidad endoscoépica (nimero casos positivos por PCR/ nimero de casos totales)
Porcentaje %. Fotos tomadas por Oliveros, R.
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Figura 2. Electroforesis en gel
de agarosa TAE al 2%. Muestras

058 a la 061. Marcador de tamafio

molecular Hiperladder II®. CtrIRxn
agua ultrapura. Se identifican como
positivas muestras Bx 58 y Bx 59, en

las cuales se observa amplicon de

aproximadamente 400 pb.

El diagnéstico microbiolégico puede llegar a
ser dispendioso ya que se necesitan alrededor de
6 a 10 dias para crecimiento e identificacion de
la bacteria, tiempo que en muchos casos no se
dispone para iniciar un tratamiento eficaz y precoz
contra el patégeno (19); ademas, algunas de estas
pruebas identifican caracteristicas bioquimicas del
microorganismo, las cuales pueden ser positivas
para otras bacterias con caracteristicas similares
inicialmente, como lo observamos en la practica
y en las cuales se encontraron microorganismos
como Bacteroides spp, especies de Helicobacter
cepa “flexispira” y Arcobacter spp aumentando la
probabilidad de falsos positivos.

Las técnicas moleculares como la PCR son de
gran utilidad y eficacia en el analisis de la presencia

especifica de la infeccion. La sensibilidad de la re-
accion para la deteccién de H. pylori puede alcanzar
el 100%, y su especificidad podria ser mayor que
las pruebas serolégicas (20). Por esta razén en
algunos laboratorios es la forma de diagndstico
rapida de infeccién de la bacteria.

En Colombia y algunos paises de Latinoa-
mérica existen diversos métodos de diagndstico
del microorganismo. En su mayoria toman como
principio la actividad microbiolégica, lo cual pue-
de conllevar a una identificacién incorrecta. De
igual manera, se ha visto limitada la identificacion
mediante pruebas microbiolégicas como es can-
cer tipo maltoma (MALT) y Ulcera péptica donde
existen cambios a nivel de la mucosa gastrica
que falsean las pruebas dando una positividad
errénea (19).

Existen estudios que soportan la funcion diag-
néstica de la PCR 16s ADNr frente a pruebas de
referencia para la deteccién especifica de H. pylori,
reflejando que representa una prueba robusta y
rpida que abre puertas y posibilidades diagnésti-
cas (20,21). Otros estudios corroboran las ventajas
de las técnicas moleculares, como en el caso de
la deteccion utilizando PCR multiplex (25) o por
Q-PCR (16,22,23,27).

Existen varios genes blanco de amplificacion
por PCR que pueden evaluarse, dentro de los
gue estan los genes de ureasa ureA, ureB y ureC;
también diferentes regiones del gen ARNr 16S y
23S, que también muestran una alta sensibilidad
en comparacion con las pruebas de referencia (24).

En el presente estudio se obtuvieron resul-
tados positivos en un tiempo promedio de 36
horas, teniendo en cuenta que en la metodologia
propuesta, las biopsias fueron incubadas para la
obtencidén de una buena concentracion de ADN que
permitiera una adecuada amplificacion por PCR.
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Sin embargo, también pueden evaluarse protoco-
los de deteccion directamente a partir del ADN de
biopsias maceradas (28). De esta forma la PCR
podria llevar a resultados concluyentes en menos
tiempo. De igual manera, este resultado se obtiene
en un tiempo menor al que se emplearia realizando
el diagnéstico microbiolégico (18).

Los resultados obtenidos por PCR para la
deteccion de H. pylori muestran la practicidad y
rapidez en la deteccién de este microorganismo (29),
y representan una opcién primaria para la deteccién
temprana de la infeccién ya que de acuerdo con
los resultados obtenidos, el diagndstico coincide
con los resultados arrojados en el examen histo-
l6gico. Como estudio preliminar se ha demostrado
la practicidad que ofrece para la deteccion rapida
de H. pylori, pero se deben realizar otros estudios
comparativos frente a las pruebas cominmente
utilizadas con el fin de estimar valores predictivos
para esta prueba.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio de-
muestran que la PCR 16S ADNr es un método de
identificacion de H. pylori que se puede contemplar
como técnica mas eficiente y rapida para la de-
teccidn de la bacteria, con respecto a las pruebas
microbioldgicas. La PCR 16S ADNr es un método
diagndstico alternativo, se caracteriza por su alta
sensibilidad y especificidad. Tiene como ventaja que
es un método rapido, facil, sencillo y relativamente
econdmico, el cual debe utilizarse en laboratorios
y centros hospitalarios para la deteccién de infec-
ciones por H. pylori.
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