Deteccion de Helicobacter Pylori por PCR del Gen 16S en Biopsias
Gastricas Colectadas en la ciudad de Bogota: Estudio Preliminar
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Helicobacter pylori es un bacilo
Gram negativo flagelado que afecta
aproximadamente al 50% de la poblacién
mundial, siendo asi la infeccién mas comun
del mundo. En 1994 |a Organizaciéon Mundial
de la Salud clasificé a este patégeno como
agente carcindégeno tipo 1. Para el
diagndstico de la infeccion por H. pylori se
han desarrollado diversas pruebas invasivas
y no invasivas que permiten establecer la
presencia de esta bacteria en los pacientes
En el siguiente trabajo les presentamos un
informe donde evaltan la técnica de PCR
para determinar la presencia de H. pylori
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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 poblacidn
Colombiana. Sibien se dispone de diferentes
técnicas de diagndstico para este patégeno,
los procedimientos microbioldgicos e
histoldgicos utilizados rutinariamente
requieren de varios dias para generar
resultados. Actualmente las técnicas de
biologia molecular muestran resultados
favorables para la identificacién de
patdgenos debido a que cada vez son menos
costosas y los resultados se obtienen en
menor tiempo en comparacidon 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 Bogotd. 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 gastricas.

Palabras clave: Helicobacter pylori, biopsias,
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 humanos desde hace
aproximadamente 10.000 afios. La infeccion
por H. pylori afecta aproximadamente al 50%
de la poblacién mundial, siendo asi la in-
feccién mas comun del mundo (1,2). En 1994
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
clasificd a este patégeno como agente
carcinégeno tipo 1 (3,4). Esta bacteria se ha
asociado con diferentes enfermedades
digestivas. Es conocida la implicacién
fisiopatoldgica de esta bacteria en la gastritis
cronica activa; ademas, es uno de los
factores que intervienen en la etiologia
multifactorial de la Ulcera 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 géstricas
y se ha estimado una prevalencia cercana al
70% (8). En un estudio que incluyé 203
pacientes, la prevalencia por H. pylori
alcanzdé un 94% (9). El diagndstico
histopatolégico mas frecuente fue gastritis
atroéfica cronica en 36,4%. Sélo 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%. EI 96,9% de los tumores
malignos fueron carcinomas y linfomas sélo
3,1%(10).

Un estudio realizado en Bogotd
evidencid gastritis cronica corporal en el 91%
de los casos, de los cuales el 70%



presentaban infeccion por esta bacteria (11).
Un estudio mediante endoscopia a 1.022
participantes reporté que el 17,2% recibid
diagndstico de Ulcera péptica, y de este
grupo, un 92% presentd infeccién por este
microorganismo (12).

Para el diagndstico de la infeccion 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 codificantes 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
oligonucledtidos 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
préximos. Por ello, estos oligonucledtidos
firm pueden utilizarse para ubicar a cada
bacteria dentro de su propio grupo,
facilitando la identificacién de especies (14).
De igual manera, varios estudios demues-
tran la alta sensibilidad y especificidad de
esta técnica para laidentificacion de H. pylori
frente a las pruebas microbiolégicas e
histopatoldgicas (16).

El propésito del estudio fue identificar
H. pylorimediante el empleo de la PCR de un
segmento delgen 16S ARNren ADN extraido
a partir de biopsias gastricas de pacientes

colombianos. Se contemplaron las
diferentes connotaciones clinicas como el
diagndstico endoscopico e histoldgico de las
entidades patoldgicas con respecto a los
resultados obtenidos por PCR.

MATERIALESY METODOS
Criterios para la obtencion de muestras

Los criterios endoscépicos fueron:
mucosa enrojecida con imagenes endos-
copicas eritematosas compatible con
gastritis, lesion tipo Ulcera péptica
compatible con ulcera, lesion tipo tumoral,
coliflor o lisa, herniacién de la mucosa
sangrante o no sangrante compatible con
cancer gastrico. Cada caso tuvo un registro
del diagndstico endoscopico por parte del
especialista.

Tomaytrasporte de muestras

Se realizaron endoscopias de vias
digestivas altas en consulta privada con el
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Gastroenterdlogo, en dos instituciones de
salud en Bogota (Colombia), a pacientes
quienes recibieron diagndstico de gastritis,
Ulcera péptica, cancer gdstrico 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 inclu-
sion-exclusion y de haber firmado el
consentimiento informado y la autorizacion
para la toma de la endoscopia, se procedid
con la toma de biopsias segln el protocolo
de Sidney del 2009 (17). Se asistio a 117
procedimientos endoscopicos. En total 69
pacientes realizaron donacion de biopsias
gastricas. Los 48 pacientes restantes no
autorizaron su participacién o presentaron
criterios de exclusion. La distribucién de las
muestras por género fue: 36 hombres y 33
mujeres; el promedio de edad fue 56 afios
(17 y 83 afios). La procedencia correspondio
a 49 pacientes de Bogotd 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%,
penicilinaaly0,1%, vancomicina 0,1%, en un
tubo estéril de 15 mly transportadasa4°Ca
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 homoge-
nizaron vigorosamente en vértex y se
tomaron 150 pL del medio para las prueba
deureasa.

Aislamiento y obtenciéon de biomasa para
extraccionde ADN

Las cepas aisladas a partir de las
biopsias depositadas en medio de cultivo
liqguido descrito anteriormente, se obtu-
vieron al sembrarlas en agar Columbia,
adicionado con 7% de sangre desfibrinada
de cordero, suplemento selectivo DENT
(vancomicina, trimetoprim, anfotericina By
cefsulodin) e Isovitalex al 1%. Se incubaron
en microaerofilia entre 2 a 7 dias hasta
observar colonias caracteristicas en un
ambiente: 5-10% O,; 5-10% CO,, 80-90% N,,

humedad de 95%y temperaturade 37 °C.

Alas colonias crecidas en el medio se le
practicaron las pruebas bdsicas de
identificacion, consistentes en coloracion de
Gram, produccién de ureasa, citocro-
mooxidasay catalasa.

Después de realizadas las pruebas
bioquimicas, las muestras se cubrieron con
un tapon de gasa y algodon para permitir el
intercambio gaseoso; posteriormente se
depositaron en bolsas especiales (Gaspak’
pouch BBL) mas el dispositivo de
microaerofilia. Se llevaron a incubacién
durante 4 diasa 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-cubacidn, se tomaron 5 ml del cultivo y
se realiz6 extraccion del ADN gendmico
empleando el kit de extraccién Ultra Clean
microbial DNA isolation de MoBio". El ADN
obtenido fue verificado por electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% en TAE y cuantificado
enelequipo Qubit’.

PCR. Para la amplificacion del gen DNAr16S
de H. pylorise utilizaron un par de cebadores
previamente reportados en la literatura,
derecho (5'-TCGTGTCGTGAGATGTTGGG-
3') y reverso (5'- CCGTGGGCAGTAGCCA
ATTT-3'). Las reacciones de amplificacion
fueron realizadas en tubos de 100 pL
utilizando volimenes 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 reacciéon 1X; DNA cromosomal
~30ng. Las condiciones de amplificacién son
las siguientes una denaturacién inicial a 94°C
por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de
denaturacion, anillaje y elongacién a 94°,
56°C y 72°C respectivamente; un tiempo
final de extensién de 10 minutos a 72°C. Se
amplifica un segmenté del gen DNAr 16s de
aproximadamente 395 pb.

En cada ensayo de PCR se utilizd6 ADN
de la cepa de H. pylori NCTC 11638 donada
por el labo-ratorio de microbiologia de la
Pontificia Universidad Javeriana como
control positivo, ademds de ADN extraido a

partir de E. coli DH5a. La calidad del ADN
extraido fue verificada mediante la
amplificacion del gen 16S procariota con el
par de iniciadores 8UA: 5'-AGAGTTT
GATCMTGGCTCAG- 3' y 1485B: 5'-
TACGGTTACCTTGTTACGAC-3".

Aspectos Eticos. El presente estudio se
clasificd como un estudio de Investigacion
con riesgo minimo dado por la clasificacion
de proyectos de investigacion de la Comision
de Etica e Investigacion (CEI).

RESULTADOS

Las muestras obtenidas en las dos
instituciones de salud se clasificaron segun el
diagndstico endoscopico, seglin se muestra
enlaFigural.

Se obtuvieron resultados bioquimicos
consistentes con la presencia de H. pylori en
50 de las muestras procesadas, corres-
pondientes al 72,46%, las 19 muestras
restantes se interpretaron como biopsias
negativas parala bacteria.

Se logro aislar ADN gendmico de las 69
muestras gastricas en buena concentraciony
pureza, se obtuvieron ampliaciones del
tamafo esperado para H. pylori en 23 de las
69 muestras (33.33%), frente a las 50
biopsias (72,46%) que mostraron positividad
en las pruebas bioquimicas 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 amplificacion con el ADN de
Escherichia coli y se verificé la calidad del
ADN extraido al obtener amplificacion del
gen 16S procaridtico en todas las biopsias
conresultado 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-rrespondid 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
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estdmago y pueden arrojar resultados
similares a H. pylori, mediante las pruebas
bioquimicas evaluadas.

S

Figura 1. Frecuencia H. pylori por PCR segin la
patologia endoscopica. En cada recuadro se describe la
entidad endoscopica (numero casos positivos por PCR/
numero 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 11®. CtrlRxn agua ultrapura. Se identifican
como positivas muestras Bx 58 y Bx 59, en las cuales se
observaamplicon de aproximadamente 400 pb.
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El diagndstico 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 bioqui-
micas 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 aumen-
tando 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 infeccidn. La
sensibilidad de la re-accién para la deteccidn
de H. pylori puede alcanzar el 100%, y su
especificidad podria ser mayor que las
pruebas seroldgicas (20). Por esta razdn en
algunos laboratorios es la forma de
diagnoéstico rapida de infeccion de la
bacteria.

En Colombia y algunos paises de
Latinoamérica existen diversos métodos de
diagndstico del microorganismo. En su
mayoria toman como principio la actividad
microbioldgica, lo cual puede conllevarauna
identificacion incorrecta. De igual manera,
se ha visto limitada la identificacién
mediante pruebas microbioldgicas como es
cancer tipo maltoma (MALT)y Ulcera péptica
donde existen cambios a nivel de la mucosa
gdstrica que falsean las pruebas dando una
positividad errénea (19).

Existen estudios que soportan la
funcién diagndstica de la PCR 16s ADNr
frente a pruebas de referencia para la
deteccion especifica de H. pylori, reflejando
que representa una prueba robusta y rapida
que abre puertas y posibilidades diagnosti-
cas (20,21). Otros estudios corroboran las
ventajas de las técnicas moleculares, como
en el caso de la deteccion utilizando PCR
multiplex (25) oporQ-PCR(16,22,23,27).

Existen varios genes blanco de amplifi-
cacién por PCR que pueden evaluarse,
dentro de los que 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
resultados positivos en un tiempo promedio
de 36 horas, teniendo en cuenta que en la
metodologia propuesta, las biopsias fueron
incubadas para la obtencién de una buena
concentracién de ADN que permitiera una
adecuada amplificacion por PCR. Sin
embargo, también pueden evaluarse
protocolos de deteccidén 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 diagndstico microbioldgico
(18).

Los resultados obtenidos por PCR para
la deteccién de H. pylori muestran la
practicidad y rapidez en la deteccion de este
microorganismo (29), y representan una
opcion primaria para la deteccidén temprana
de la infeccién ya que de acuerdo con los
resultados obtenidos, el diagndstico
coincide con los resultados arrojados en el
examen histoldgico. 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 comun-
mente utilizadas con el fin de estimar valores
predictivos para esta prueba.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran 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 deteccién 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 rdpido, facil, sencillo y relati-
vamente econdmico, el cual debe utilizarse
en laboratorios y centros hospitalarios para
la deteccion deinfecciones por H. pylori.
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