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ABREVIATURAS 
 

ARH2: antagonistas de los receptores tipo 2 de la histamina  

ATCC: American Type Culture Collection 

cagA: gen asociado a la citotoxina 

CMI: concentración mínima inhibitoria 

CG: cáncer gástrico 

DNA: ácido desoxirribonucléico 

dNTP: desoxinucleótidos trifosfato 

GCA: gastritis crónica activa 

GCAF: gastritis crónica activa folicular 

IL8: interleucina 8 

kb: kilo bases 

kDa: kilo dalton 

IBP: inhibidor de la bomba de protones 

LPS: lipopolisacáridos 

MALT: linfoma asociado a la mucosa gástrica 

MI: metaplasia intestinal 

NAP: proteína activadora de neutrófilos 

PAI: isla de patogenicidad 

pb: pares de bases 

PBP: proteína fijadora de penicilina 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PFGE: electroforesis de campos pulsados 

RAPD: amplificación al azar de DNA polimórfico 

RBC: ranitidina-citrato-bismuto 

RFLP: polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 

RNAr: ácido ribonucléico ribosomal 

Tox: citotoxina 

UFC: unidades formadoras de colonias 

UPGMA: método de grupo de pares no ponderado con media aritmética 

urea-13C: prueba del aliento con carbono13 

urea-14C: prueba del aliento con carbono14 

vacA: gen que codifica para la citotoxina vacuolizante 

VacA: citotoxina codificada por el gen vacA 
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1 Resumen. 

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa, microaerofílica que 

coloniza el estómago de los humanos. Es el agente causal de la gastritis, úlcera péptica y 

cáncer gástrico. En México, la erradicación de la infección por Helicobacter pylori es una 

prioridad debido a la elevada seroprevalencia, sin embargo existe poca información 

acerca de las tasas de resistencia a antibióticos en aislamientos de H. pylori en nuestro 

país. El incremento en la resistencia a antibióticos constituye un problema mundial y 

dificulta el tratamiento de las infección por H. pylori. Con el objetivo de determinar la 

relación entre la resistencia, la presencia y variabilidad de los genes de virulencia vacA y 

cagA; analizamos la frecuencia de la resistencia a los antibióticos claritromicina, 

metronidazol y amoxicilina en cepas de H. pylori aisladas de pacientes con diferentes 

padecimientos gástricos. Se realizó la caracterización de un total de 49 aislamientos 

clínicos de H. pylori provenientes de 49 pacientes con padecimientos de gastritis crónica 

activa, gastritis crónica activa folicular, metaplasia intestinal y cáncer gástrico, los cuales 

fueron reclutados en el servicio de endoscopía del Instituto Nacional de Cancerología 

(INCAN) en 1997, 2000 y 2001. Se analizó la susceptibilidad a los antimicrobianos 

claritromicina, metronidazol y amoxicilina. Todos los aislamientos fueron susceptibles a 

amoxicilina, mientras que 28 (57%) fueron resistentes a metronidazol y 2 (4%) fueron 

resistentes a metronidazol y claritromicina. La prevalencia de la resistencia a metronidazol 

incrementó del 35% en 1997, a 54% en 2000 y 74% en 2001. El análisis de la secuencia 

del gen que codifica para la subunidad 23S del RNA ribosomal de las dos cepas de H. 

pylori resistentes a metronidazol y claritromicina mostró que una de ellas tenía la mutación 

A2142G y la otra las mutaciones A2143G y T2182C. Todas las cepas presentaron el gen 

vacA y el 77.5% de las muestras el gen cagA. El 84.8% de las cepas citotóxicas son 

cagA+, de las cuales el 89.2% tienen el genotipo s1m1. La resistencia a metronidazol se 

asoció con cepas cagA–
� con una frecuencia de 82% (9/11). No se encontró una 

correlación significativa entre los alelos vacA s/m y la resistencia a metronidazol. El 

análisis del polimorfismo genético de los aislamientos, mediante la amplificación al azar 

de DNA polimórfico (RAPD), no mostró relación genética entre las cepas. 
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2 Summary. 

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative microaerophilic bacteria, that 

inhabits the stomach of humans. H. pylori is the causal agent of gastritis, peptic ulcer and 

gastric cancer. Eradication of Helicobacter pylori infection in Mexico is a priority due to the 

elevated seroprevalence, however, there is yet very little information about antibiotic 

resistance rates in H. pylori isolates in our country. The increased prevalence of antibiotic 

resistance has become a world wide problem and makes difficult the treatment of H. pylori 

infection. The aim of this study was to determine the relation between antibiotics 

resistance and presence and variability of the virulence associated vacA and cagA genes. 

Susceptibility to clarithromycin, metronidazole, and amoxicillin of H. pylori strains isolated 

from patients with different clinical outcome was analyzed. We made the characterization 

of 49 H. pylori strains isolated from patients with active chronic gastritis, active chronic 

gastritis with lymphoid follicles, intestinal metaplasia and gastric cancer, and all patients 

were recruited in the Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) at endoscopy unit during 

1997, 2000 and 2001. Antimicrobial susceptibility to clarithromycin, metronidazole and 

amoxicillin was analyzed. All isolated strains were susceptible to amoxicillin, 28 (57%), 

metronidazole resistant and 2 (4%) were both clarithromycin and metronidazole resistant. 

The prevalence of resistance to metronidazole increased from 35% in 1997 to 54% in 

2000 and to 74% in 2001. Sequence analysis of the 23S rRNA encoding gene of the two 

clarithromycin resistant strains showed the A2142G mutation in one, and the A2143G and 

T2182C mutations in the other. The vacA gene was detected in all the studied strains and 

cagA gene could be identified in 77.5% of the strains. With regard to cytotoxicity 84.8% 

were cagA+, of which 89.2% had the s1m1 genotype. Metronidazole resistance was 

associated with cagA–
� strains with a frequency of 82 % (9/11). No significant correlation 

was found between vacA s/m alleles and metronidazole resistance. Typing by random 

amplified polymorphic DNA (RAPD) showed no genetic relation among the strains. 
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3 Antecedentes. 

3.1 Historia. 

El descubrimiento de la presencia de bacterias en los tejidos gástricos se remonta a 

1875, cuando Bottcher y Letulle demostraron la presencia de colonias de bacterias en el 

piso de una úlcera y en los márgenes de su mucosa. Klebs, en 1881, reportó un 

organismo parecido a un bacilo libre en el lumen de las glándulas gástricas y entre las 

células de las glándulas con su correspondiente “infiltración interglandular de células 

pequeñas redondas”. En 1889, Jarwoski fue el primero en describir en detalle organismos 

espirales en los sedimentos de lavados de estómago, obtenidos de necropsias de 

humanos, encontrando una bacteria con apariencia de hélice y sugirió que podría jugar un 

papel patogénico en la enfermedad gástrica. Bizzozero, en 1893, identificó espiroquetas 

en las células parietales de la mucosa gástrica de perros, concluyó que las bacterias 

pueden vivir en el estómago donde se produce ácido y pueden ser tolerantes a éste (193). 

En 1896, Salomon observó espiroquetas en la mucosa gástrica y las transfirió 

experimentalmente a ratones, mientras que Krienitz, en 1906, encontró espiroquetas en 

especímenes gástricos de un paciente con cáncer gástrico (193). En 1938, Doenges 

reportó espiroquetas en aproximadamente 40% de necropsias de estómagos de 

humanos; dos años después, Freedburg y Barron reportaron espiroquetas en el 46% de 

los especímenes frescos de cirugías de estómagos de humanos con úlcera o carcinoma. 

En 1975, Steer describió bacterias en los bordes de las úlceras (232). Todos estos 

hallazgos apoyaron la idea de que los microorganismos no eran únicamente 

contaminaciones post mortem, sino patógenos gástricos. La dificultad para relacionar el 

papel de la bacteria espiral con la patología gástrica humana era el no poder cultivar el 

organismo del estómago. Finalmente, en 1983, Warren y Marshall lograron aislar una 

bacteria microaerofílica de lento crecimiento; esto ocurrió de forma fortuita cuando, por 

accidente, dejaron cajas con agar con muestras de biopsias de estómago en la 

incubadora durante un tiempo más prolongado que el usado rutinariamente, logrando así 

cultivar la bacteria que había sido observada por muchos y que nunca se había 

aislado(172). Para probar la teoría de que la bacteria que se había aislado era la causante 

de la gastritis, el profesor Marshall, en 1985, se infectó con un cultivo líquido de la bacteria 

que ahora conocemos como Helicobacter pylori (169). Al realizarle la endoscopía se 

encontró que su estómago se encontraba inflamado, la histología de la mucosa gástrica 

mostró la presencia de la bacteria y las células epiteliales mostraban cambios 

morfológicos. Inicialmente denominaron a este microorganismo Campylobacter pyloridis 
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(171) y posteriormente debido a las reglas internacionales de la nomenclatura se cambió 

a Campylobacter pylori (170). Al analizar la composición de ácidos grasos de la pared 

celular de C. pylori encontraron que existían diferencias con respecto a las otras especies 

del género Campylobacter. Al analizar mediante microscopía electrónica biopsias de la 

mucosa gástrica observaron que la superficie de C. pyloridis era suave y no rugosa y 

presentaba múltiples flagelos unipolares (100,102). Al realizar comparaciones de las 

secuencias parciales del gen que codifica a la subunidad 16S del RNA ribosomal entre 

especies representativas del género Campylobacter (C. jejuni VC79, C. fetus supsp. fetus 

VC78, C. coli VC80, C. laridis VC187, C. sputorum subs. sputorum VC188) y C. pylori 

5443, encontraron que las cepas de Campylobacter formaban un grupo filogenético bien 

definido con una homología interespecies del 92.4 al 98.1%, con excepción de C. pylori 

que mostró una reducida homología interespecie del 84.6 al 85.5%. La distancia entre el 

grupo Campylobacter y C. pylori era más intragénero que intraespecie (98,207,217). En 

1989, Godwin y cols. (98) mostraron que la bacteria no pertenecía al género 

Campylobacter y la renombraron como Helicobacter (del griego, “bacteria espiral”) pylori 

por su apariencia in vivo de hélice y su sitio más común de aislamiento, el píloro del 

estómago (102,190).  

 

3.2 Microbiología. 

3.2.1 Características morfológicas. 

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, existe en diversas formas: bacilo, 

espiral corta, hélice, aunque también se puede encontrar en forma de coco. Esta última 

forma es inducida por estrés ambiental en condiciones de cultivo desfavorables, como pH 

alcalino, temperatura elevada, aumento en la tensión de oxígeno, cultivo prolongado o en 

presencia de antibióticos. H. pylori mide aproximadamente 2.5-5.0 µm de largo y 0.5-1.0 

µm de diámetro. Posee de 2 a 6 flagelos unipolares que le dan una gran movilidad, lo que 

le permite penetrar rápidamente a través del moco gástrico en la mucosa gástrica y 

soportar las contracciones gástricas (102,103,154) (Fig. 1a). Cada flagelo mide 30 µm de 

largo y aproximadamente 2.5 nm de ancho (103). La forma cocoide se ha observado en el 

estómago de humanos, la cual es metabólicamente activa pero inviable para cultivarse in 

vitro (Fig. 1b), la participación de las formas cocoides en la transmisión y patogénesis de 

H. pylori no se ha aclarado aún (270). 
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Figura 1. Helicobacter pylori a) en la fase exponencial de crecimiento, b) en la fase tardía de 
crecimiento mostrando la formación de cocos (270). 

 
El principal reservorio de H. pylori es el estómago humano, encontrándose 

principalmente en la mucosa gástrica, no obstante, en un momento dado sólo una 

pequeña fracción parece adherirse al epitelio gástrico (25), principalmente en la región del 

antro y el píloro y no coloniza áreas del estómago ya transformadas con displasia o 

metaplasia intestinal (102,154). En cultivos, a partir de biopsias, sembrados en agar 

sangre a 37°C y bajo condiciones microaerofílicas (5% O2, 10% CO2), las colonias de H. 

pylori tardan en aparecer entre 3 y 5 días. Tiene un crecimiento óptimo a pH cercano a 7.0, 

las colonias son circulares pequeñas, con una apariencia convexa y translúcida, y con un 

diámetro de 1-2 mm. En la mayoría de los casos las colonias están rodeadas por una 

zona ligera de hemólisis. 

 

3.2.2 Genoma y plásmidos. 

El tamaño promedio del genoma de H. pylori es relativamente pequeño, de 1.6 Mb, 

y la composición promedio de G + C es de 39% (24). Aproximadamente el 40% de los 

aislamientos de H. pylori tienen plásmidos de diferentes tamaños que varían de 1.5 a 23.3 

kb, en los cuales no se han identificado factores de virulencia (144,183).  

H. pylori es el primer microorganismo al que se le ha determinado la secuencia 

nucleotídica del genoma de dos cepas, por dos grupos de investigación independientes. 

En 1997 se reportó la secuencia completa del genoma de la cepa de H. pylori 26695 

aislada de un paciente inglés con gastritis (Fig. 2) completada por el Instituto de 

Investigación Genómica (TIGR)  en Rockville, Maryland (244) y dos años después la cepa 

J99 aislada de un paciente estadounidense con úlcera duodenal (11), fue secuenciada por 

la compañía Genome Therapeutic Corp., en Cambridge, Massachusetts, con licencia de 

Astra Research Center Boston (ARCB).  

b a 
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Figura 2. Representación circular del cromosoma de H. pylori 26695. Circulo concéntrico 
externo: regiones codificantes predichas en la hebra (+) clasificados por su función de acuerdo al 
código de color, excepto los desconocidos o hipotéticos que están en negro. El segundo circulo 
concéntrico: regiones codificantes en la hebra (–). El tercer y cuarto círculos concéntricos: 
elementos IS (rojo) y otras repeticiones (verde) en las hebras + y –, respectivamente. Quinto y 
sexto circulos concéntricos: tRNA (azul), rRNA (rojo) y sRNA (verde) en las hebras + y –, 
respectivamente (244). 

 
 
El motivo por el cual se determinó la secuencia del genoma de dos cepas 

diferentes fue comprobar la hipótesis de que el contenido genómico de las cepas de H. 

pylori variaba enormemente (11,244). El cromosoma de la cepa J99 es 24,036 pares de 

bases más pequeño que el cromosoma de la cepa 26695. Diversas características como 

la ausencia de un origen de replicación identificable, la longitud promedio de las 

secuencias codificadoras y la frecuencia relativa de diferentes codones de inicio de la 

traducción, son similares en las dos cepas (Tabla 1). 

Existen 1,495 marcos de lectura abiertos (ORF) en la cepa J99, que representa el 

91% de su genoma. Ambos genomas tienen dos copias del gen RNAr 16S (11,244). Las 

dos cepas tienen la isla de patogenicidad cagPAI completa, flanqueada por los mismos 

genes cromosomales (11,244), pero el gen de la citotoxina VacA presenta diferentes 

alelos (132). Las dos cepas presentan diferencias considerables en la secuencia del DNA 

en la tercera posición del codón (132), esto es consistente con la extensa variación 

nucleotídica observada con los métodos de tipificación (8,134). 
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Tabla 1. Características comparativas de los genomas de H. pylori. 
Características del genoma

26695 J99

Tamaño (pares de bases) 1,667,867 1,643,831
Contenido G + C (%) 39 39
genotipo vacA s1a/m1 s1b/m1

Marcos de lectura abiertos (ORF)
Porcentaje de genoma (codificado) 91 90.8
Genes predichos 1,590 1,495
Genes especie específicos 110 52
Clasificados funcionales 895 874
Conservados sin función 290 275
H. pylori  específicos 367 346
Con secuencia señal 517 502
Tamaño promedio (pares de bases) 954 998
Codón de inicio AUG (%) 81.8 82.7
Codón de inicio GUG (%) 9.7 6.7
Codón de inicio UUG (%) 8.1 10.4
Otros codones de inicio (%) 0.4 0.2

Elementos de inserción
Copias completas IS605 5 0
Copias parciales IS605 8 5
Copias completas IS606 2 1
Copias parciales IS606 2 2(4**)

Elementos del RNA
RNA estable (%) genoma 0.75 0.75
RNAr 23S-5S 2(3) 2
RNAr 16S 2 2
tRNA 36 36

Helicobacter pylori 

 
** Dos copias son más pequeñas que las otras dos y están dentro de la repetición de 31 pb en el 

extremo de cagPAI (11,132). 
 
Se encontró que la mayoría de los genes especie específicos de H. pylori (108 de 

110 de la cepa 26695 y 49 de 52 genes especie específicos de J99) no presentan 

homología con Campylobacter jejuni (132). Janssen y cols. mostraron que las diferencias 

en cuanto a la distribución de los genes especie específicos en las dos cepas, se debe a 

un extenso rearreglo del genoma. La mitad de estos genes especie específicos no tienen 

homólogos en la base de datos de proteínas (132). 

 

3.3 Taxonomía. 

El análisis de secuencia del RNAr 16S demostró que la distancia entre 

Campylobacter pylori y las otras especies de Campylobacter era suficiente para excluirlo 

del género y lo renombraron Helicobacter pylori (98). Este grupo de bacterias tienen 

características en común: morfología curva, crecen en medio rico en condiciones 
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microaerofílicas, no fermentan glucosa, el contenido de G + C es de 39%. Existen 

dieciocho especies de Helicobacter y se dividen de acuerdo a si colonizan el estómago, el 

intestino y el hígado de humanos y animales (55,203). Se han denominado Candidatus a 

dos especies no cultivables, en proceso de clasificar, y otras tres que no tienen una 

designación oficial en la nomenclatura (203); en la Tabla 2 se muestran las especies 

conocidas de Helicobacter. 

Para evitar la confusión que ha acompañado la designación formal prematura de 

especies, el Comité Internacional de Bacteriología Sistemática, Subcomité en la 

Taxonomía de Campylobacter y bacterias relacionadas han acordado que se debe cumplir 

con requerimientos mínimos para la descripción de una nueva especie del género 

Helicobacter (55), tales como examinar cinco o más cepas con el análisis de 

características fenotípicas, una secuencia esencialmente completa del RNAr 16S (mayor 

de 1,450 pares de bases) y una hibridación DNA-DNA o como alternativa a esta 

hibridación puede hacerse un análisis numérico de perfiles de proteínas de toda la 

bacteria. En el caso de nuevas especies putativas de organismos no cultivables, de los 

cuales existen datos de secuencia del RNAr 16S, se pueden agregar con el estatus de 

Candidatus si se identifican cinco o más aislamientos y si los datos de secuencia están 

respaldados por hibridación in situ. Seguir estos requerimientos simplificará la taxonomía 

del género Helicobacter, contribuyendo con ésto a nuestro entendimiento del papel de 

diversas especies de Helicobacter en la patogénesis de enfermedades gástricas y 

enterohepáticas en humanos y en otros animales (230). 
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Tabla 2. Bacterias del género Helicobacter y sus hospederos 
(29,52,84,140,156,182,203,213,226,228,229,266). 
 

Especies Hospedero Patología asociada 

Gástricas    

H. acinonychis Cheetah Gastritis, úlcera péptica. 

H. bizzozeronii Perros, gatos No reportada. 

H. felis Perros, gatos Gastritis. 

H. nemestrinaea Macacos Gastritis. 

H. muridarum Ratones, ratas Gastritis. 

H. salomonis Gatos No reportada. 

H. mustelae Hurones Gastritis, úlcera péptica. 

H. pylori Humanos, macacos 
Gastritis, úlcera péptica,                
cáncer gástrico. 

H. suncusb Almizcle, musaraña Gastritis. 

Candidatus H. bovisc Vacas No reportada. 

Candidatus H. suisc  Cerdos Úlcera. 

Entero-hepáticas    

H. bilis  
Ratones, perros, hamster, ratas, 
gerbils 

Inflamación del intestino, en ratones 
inmunosuprimidos: hepatitis, tifilitis.  

H. canis Perros Hepatitis necrosante, gastroenteritis. 

H. cholecystus Hamster, ratones Colangiofibrosis, pancreatitis centrilobular. 

H. cinaedi 
Humano, hamster, perros , gatos  Proctitis en homosexuales, celulitis, artritis 

séptica, enteritis. 

H. fennelliae Humano Proctitis en homosexuales, enteritis. 

H. hepaticus Ratones Hepatitis, cáncer hepático. 

H. muridarum  Ratones, ratas Gastritis. 

H. pametensis Aves No reportada. 

H. pullorum Pollos Hepatitis, modelo experimental. 

H. rodentium Ratas Diarrea en animales en bioterio. 

H, trogontum Ratones, ratas, oveja, cerdo No reportada 
H. typhlonicus Ratones Inflamación del intestino. 

Experimentalmente: tiflocolitis, proctitis, 
tifilitis. 

H. westmeadiib Humano Septicemia en pacientes con SIDA. 
aSinónimo de H. pylori (subcomité de taxonomía). 
bSin designar 
cProvisionales (en proceso de clasificar). 
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3.4 Enfermedades asociadas a H. pylori. 

Helicobacter pylori está etiológicamente asociado a enfermedades 

gastroduodenales (Fig. 3) (131). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Enfermedades relacionadas con la infección por H. pylori (131). 

 

3.4.1 Infección por H. pylori. 

La adquisición natural de la infección por H. pylori comienza, la mayoría de las 

veces, en la niñez. Una vez que la bacteria se establece en la mucosa gástrica persiste 

por años. No obstante existen estudios, realizados en niños, que sugieren que en los 

primeros años de vida, previos al establecimiento de la infección, puede ser común una 

infección transitoria (184). La historia natural de la infección por H. pylori presenta 

diferentes escenarios clínicos: infección aguda, gastritis crónica, gastritis crónica atrófica 

(úlcera péptica), metaplasia intestinal, displasia epitelial gástrica y cáncer gástrico (Fig. 3). 
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3.4.1.1 Infección aguda. 

En un inicio, la fase aguda de la infección es subclínica en la mayoría de las 

personas. Después de ser ingerido, H. pylori penetra a través de la capa mucosa viscosa 

y se multiplica en proximidad cercana a las células epiteliales superficiales (58). H. pylori 

prefiere colonizar primero el antro, debido a que no existen células parietales (las cuales 

se encuentran en el cuerpo del estómago) que secreten ácido (108,131,157). En esta fase 

inicial aguda de la infección existe una intensa proliferación bacteriana e inflamación 

gástrica que es disparada por componentes de la membrana externa de la bacteria como 

los lipopolisacáridos (LPS) que inducen la producción de IL-8 y GROα los cuales 

promueven el influjo continuo de neutrófilos en la mucosa gástrica infectada (131). 

Algunas personas presentan un período transitorio con síntomas gastrointestinales 

inespecíficos; durante este período se desarrolla hipoclorhidria, la cual puede durar meses 

(105). La respuesta inmune toma semanas en producirse y la presencia de la bacteria en 

las heces es máxima (2). 

 

3.4.1.2 Gastritis crónica. 

Después de un período de algunas semanas, se establece una segunda fase 

crónica, sin alteraciones macroscópicas características, en la que se reduce la respuesta 

inflamatoria a niveles bajos, pasando a un estado asintomático estable denominado 

gastritis superficial crónica (91), donde el huésped desarrolla una respuesta inmune que 

generalmente no es efectiva en la eliminación de H. pylori. La infección crónica afecta la 

liberación de gastrina y en consecuencia, la secreción de ácido clorhídrico (108). El 

mecanismo que conduce a una exagerada secreción de gastrina en la infección crónica 

por H. pylori no es muy claro; una posibilidad es que la generación de amonio por la 

ureasa de H. pylori crea un ambiente alcalino en la vecindad de las células G, que pueden 

estimular la liberación de gastrina (174). Aproximadamente el 90% de las personas con 

gastritis están infectadas con H. pylori (193). 

 

3.4.1.3 Gastritis crónica atrófica. 

Aproximadamente el 40% de las gastritis crónicas superficiales se convierten en 

atróficas con el paso del tiempo. Las personas infectadas que no han presentado 

síntomas asociados se vuelven asintomáticas y en la mayoría de los casos, la 

consecuencia final es una inflamación crónica asintomática que eventualmente progresa a 

gastritis crónica atrófica (39,40). La gastritis crónica atrófica asociada con la infección por 
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H. pylori comúnmente es un proceso multifocal que involucra el antro y el cuerpo gástricos 

(Fig. 4). La gastritis crónica atrófica es una lesión premaligna, en donde la mucosa sufre 

alteraciones progresivas ligadas a un estado inflamatorio crónico, hay adelgazamiento de 

la mucosa (39,40) y pérdida de células glandulares gástricas (39,40,58), después de la 

pérdida de las glándulas puede presentarse erosión o ulceración de la mucosa (58). La 

atrofia de la mucosa gástrica es el último paso del proceso crónico (39,40), es una lesión 

que se encuentra presente en el 90% de los cánceres gástricos (135). Actualmente la 

infección crónica por H. pylori es considerada como carcinógeno del grupo I por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) (3). 

 

 

 

Figura 4. Estómago (208). 

 

3.4.1.4 Úlcera péptica. 

De origen multifactorial, la lesión consiste en el daño de la capa mucosa que 

protege al estómago de la acción del ácido y de las enzimas. La úlcera péptica se localiza 

principalmente en la curvatura menor del estómago y a nivel de la primera porción del 

duodeno, como se observa en la Figura 5a y 5b, donde se indica el porcentaje asociado a 

cada lugar (35,127). La infección por H. pylori es la causa más común de la úlcera 

gástrica y úlcera duodenal. El riesgo de desarrollar úlceras entre las personas infectadas 

con H. pylori es del 10-15% (158), normalmente la bacteria no coloniza el duodeno, pero 

en los pacientes con hiperclorhidria, el ácido llega al duodeno y las células intestinales 

son reemplazadas por células gástricas que permiten la colonización por H. pylori (46,94). 

Los pacientes con infección con H. pylori que desarrollan úlcera duodenal presentan 

Cuerpo 

Antro 
Duodeno 

Fondo 
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cambios en la función gástrica: una elevada liberación de gastrina de la mucosa antral y 

un incremento en la secrección de ácido estimulado por la gastrina (68). La prevalencia de 

la infección por H. pylori en pacientes con úlcera duodenal es mayor al 90% (46,94) y 

entre el 70-80% en la úlcera gástrica (94,262). Menos del 1% de los pacientes con úlcera 

duodenal llegan a desarrollar cáncer gástrico, dado que la ruta que lleva al desarrollo de 

dichos padecimientos son excluyentes (77,204,262) (Fig. 3). 

 

 
 

 Figura 5. a) Localización de las úlceras pépticas (35), b) porcentaje de los lugares donde 
pueden desarrollarse las úlceras gástricas y duodenales (127). 
 

3.4.1.5 Metaplasia intestinal. 

Se ha encontrado que la infección por H. pylori juega un papel en el desarrollo de 

metaplasia intestinal (245). Comienza en la unión del cuerpo y el antro y se extiende al 

antro y el fondo. La metaplasia intestinal se considera como un factor de riesgo para la 

progresión a cáncer gástrico (58), se asocia con la gastritis crónica atrófica que precede el 

desarrollo de adenocarcinoma de tipo intestinal, dentro del proceso de carcinogénesis 

gástrica (38,41,42,262). Las glándulas gástricas son reemplazadas por epitelio de tipo 

intestinal diferenciado, similar al del intestino delgado normal, fácilmente reconocido por la 

presencia de células caliciformes (13). Se han descrito dos tipos: metaplasia intestinal 

completa y metaplasia intestinal incompleta, en esta última la diferenciación en epitelio 

intestinal no es total. Desde el punto de vista bioquímico se producen enzimas similares a 

las del intestino delgado como fosfatasa alcalina, disacaridasas, aminopeptidasa, etc. 

(218). 

 

3.4.1.6 Displasia epitelial gástrica. 

La displasia epitelial gástrica es una lesión precancerosa, generalmente ocurre en 

el contexto de una gastritis crónica atrófica y suele acompañarse de metaplasia intestinal. 

Con frecuencia se encuentran áreas de displasia alrededor de los adenocarcinomas 

Gástrica Duodenal 
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gástricos (220), siendo la única lesión histopatológica que se asocia específicamente con 

el cáncer gástrico. Los cambios displásicos se definen por la presencia de atipias 

celulares (modificaciones nucleares con pleomorfismo, hipercromatismo, aumento de la 

relación núcleo/citoplasma, pérdida de polaridad), anomalías de diferenciación 

(disminución parcial o total de la secreción mucosa y aumento del número de células 

indiferenciadas) y desorganización de la morfología de criptas y glándulas (220). Por lo 

general, se clasifica en ligera, moderada y severa. Mientras que en la mayoría de los 

casos, la displasia leve tiende a regresar o permanecer estable, tanto la displasia 

moderada y fundamentalmente la grave están frecuentemente asociadas con el desarrollo 

de adenocarcinoma gástrico (220). Aproximadamente en un 10% de los pacientes la 

displasia epitelial puede progresar a cáncer gástrico en el curso de 5 a 15 años, sin 

embargo, en la mayoría de los pacientes esta displasia regresa o permanece estable 

(219). 

 

3.4.1.7 Cáncer gástrico. 

Estudios en diferentes poblaciones y en modelos animales, muestran que H. pylori 

está asociado con el desarrollo de cáncer gástrico (16). En la historia natural de la 

carcinogénesis gástrica se establece la siguiente evolución: Gastritis crónica superficial => 

Gastritis crónica atrófica (GCA) => Metaplasia intestinal (MI) => Displasia (leve - 

moderada - severa) => Cáncer gástrico (CG). H. pylori desencadenaría una cascada de 

eventos que desembocan finalmente en el CG, existiendo por lo tanto mayor probabilidad 

de desarrollo entre más temprana sea la etapa en que se adquiere la infección. 

Los pacientes infectados con H. pylori que llegan a desarrollar padecimientos 

severos, como úlcera péptica y cáncer gástrico, son el grupo ideal para la erradicación de 

la infección (4), sin embargo, actualmente no es posible identificar a aquellos pacientes 

asintomáticos infectados con H. pylori que tengan un alto riesgo para desarrollar dichas 

patologías. La prevalencia de la infección entre los pacientes con cáncer gástrico es 

ligeramente mayor en países en vías de desarrollo (60%) en comparación con la 

observada en países desarrollados que es del 53% (58). En un estudio multicéntrico en 13 

países de Europa se encontró que el riesgo de desarrollar cáncer gástrico es 6 veces 

mayor en poblaciones infectadas con H. pylori, en comparación con poblaciones que no 

presentan la infección (1). Aproximadamente, el 1% de los pacientes infectados con H. 

pylori desarrollarán cáncer gástrico (5,77,130), detectándose con mayor frecuencia en 

pacientes con cáncer gástrico en etapas tempranas, que en aquellos con etapas 

avanzadas de la enfermedad, debido posiblemente a que la bacteria no coloniza epitelios 
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atrofiados (124). 

 

3.5 Epidemiología. 

La infección por H. pylori es una de las más comunes a nivel mundial (31). Se 

estima que más del 50% de la población mundial se encuentra infectada con H. pylori. La 

prevalencia de H. pylori en países desarrollados es menor del 40%, mientras que en 

países en desarrollo es entre el 80-90% (209), como se observa en la Figura 6. La 

mayoría de las personas adquieren la infección a edades tempranas, principalmente por 

transmisión intra familiar (61), donde el 50% de los niños se infectan antes de la edad de 

10 años (237), y persiste por décadas a menos que sea tratada; los niños pueden 

infectarse y eliminar la infección varias veces antes de infectarse con una cepa 

persistente (145). La prevalencia de la infección en hombres y mujeres es similar, 

incrementa con la edad y correlaciona con un estatus socioeconómico bajo (166,167). La 

pobreza, el hacinamiento y prácticas sanitarias inadecuadas pueden facilitar la 

prevalencia y la transmisión de la infección por H. pylori. La forma de transmisión no es 

clara, pero la ruta más probable es de persona a persona por las vías fecal-oral y oral-oral, 

con una correlación positiva de la transmisión madre a hijo (143,206). H. pylori se ha 

logrado aislar de la cavidad bucal y de las heces (21,163,243).  

 
Figura 6. Porcentaje de la seroprevalencia a nivel mundial de la infección por Helicobacter 

pylori (107). 
 

3.6 Factores de virulencia. 

El hecho de que sólo una pequeña parte de las personas infectadas con H. pylori 

desarrollan síntomas clínicos y diferentes enfermedades, implica una vía multifactorial en 
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el desarrollo de la enfermedad. H. pylori tiene diversos factores que le permiten colonizar 

el estómago y permanecer por largos periodos de tiempo (181). La heterogeneidad 

genética de las cepas resulta en una variación de la composición de los factores de 

virulencia (75), se han identificado diversos factores que pueden contribuir a la 

patogenicidad de H. pylori. Estos factores pueden dividirse en categorías: aquellos 

requeridos para entrar e iniciar la colonización del hospedero; aquellos involucrados en la 

persistencia, evitando la respuesta inmune del hospedero y finalmente, aquellos que se 

utilizan para ocasionar daño en el tejido del hospedero y para la transmisión a un nuevo 

hospedero (76). 

 

3.6.1 Flagelos. 

Los flagelos de H. pylori le permiten moverse en la mucosa gástrica 

contrarrestando el peristaltismo, penetrando la capa de mucina (secretada por las células 

de la superficie de la mucosa) para alcanzar la superficie epitelial (65) y escapar del ácido 

que la rodea. La movilidad es importante para la persistencia de la infección.  

 

3.6.2 Adhesinas. 

La adherencia a las células epiteliales gástricas es un prerrequisito para la 

colonización del estómago por H. pylori (89), evitando la erradicación vía el intercambio de 

la mucosa y el peristaltismo gástrico. Se requiere el contacto íntimo con las células 

epiteliales para que se ejerzan los efectos patogénicos producidos por H. pylori en la 

mucosa gástrica, como son cambios morfológicos e inducción de una respuesta 

inflamatoria (242). Aproximadamente, el 1% de la población de H. pylori se adhiere a las 

células epiteliales, mientras que el resto de las bacterias se encuentran en la capa de 

moco (25). En H. pylori se han estudiado dos adhesinas: la adhesina A (BabA2), de unión 

al antígeno de los grupos sanguíneos A, B y O (17,129), y la adhesina de unión al ácido 

siálico, SabA (129,162). BabA2 es una proteína de membrana externa que interactúa con 

el antígeno del grupo sanguíneo Lewisb, en las células epiteliales, el producto del gen 

babA1 es idéntico al de babA2, excepto por diez nucleótidos menos en su secuencia, 

BabA1 no puede interactuar con el antígeno Lewisb, para colonizar el epitelio gástrico, 

mientras que BabA2 que es la única funcionalmente activa, está asociada con el riesgo de 

desarrollar úlcera péptica o cáncer gástrico y su ausencia se relaciona con formas no 

complicadas de gastritis (88,212). 
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3.6.3 Ureasa. 

Es una enzima que protege a la bacteria de los efectos del ácido gástrico, la 

ureasa transforma la urea que difunde del torrente circulatorio al estómago, en 

bicarbonato y amonio, los iones amonio aumentan el pH del ambiente local alcalinizando 

su entorno, la nube de amonio forma un microambiente que le permite colonizar el epitelio 

gástrico (Fig. 7) (64,249). 

 

 

Figura 7. Producción de Ureasa (128). 

 
Existen 7 genes dentro del operón de la ureasa ureABIEFGH; ureA y ureB son las 

subunidades estructurales de la ureasa, mientras que las proteínas codificadas por ureE, 

ureF, ureG y ureH se requieren para agregar niquel como cofactor a la enzima, el cual se 

requiere para su actividad, como se observa en la Figura 8. UreI es una proteína integral 

de membrana que forma un poro urea-específico (186,221,264). El poro UreI se abre 

cuando el pH del medio es menor de 6.5, permitiendo que la urea entre al citoplasma, 

donde se encuentra la ureasa citoplásmica (265); el amonio producido es utilizado por la 

bacteria en la formación de proteínas y otros compuestos nitrogenados (186), así como 

para aumentar el pH a 6.2 del espacio periplásmico (58). La ureasa puede salir del 

citoplasma hacia el exterior de la célula cuando el pH externo disminuye (120,186). 
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Figura 8. Modelo de la síntesis de la Ureasa (186). 

 

3.6.4 Catalasa. 

Es una enzima que se expresa abundantemente e inhibe la acción oxidativa de los 

leucocitos polimorfonucleares presentes en la reacción inflamatoria de la mucosa gástrica 

y facilita la sobrevivencia de H. pylori en el tejido inflamado, en presencia de altas 

concentraciones de peróxido de hidrógeno que lo transforma en agua y oxígeno (201,263). 

La catalasa está formada por cuatro subunidades codificadas por el gen katA, formando 

una enzima monofuncional que carece de actividad peroxidasa, y su actividad es 

independiente del pH (116). 

 

3.6.5 Lipopolisacáridos (LPS) y Antígenos Lewis. 

El LPS es un componente esencial y común de la membrana externa de H. pylori. 

En la mayoría de las cepas de H. pylori los antígenos-O de los LPS expresan los 

carbohidratos de Lewis x (Lex), Lewis y (Ley), Lewis a (Lea), Lewis b (Leb), tipo H-1, 

antígeno-i, sialil Lex y grupo sanguíneo A. En H. pylori se expresan los antígenos de Lewis 

en su superficie, como parte de sus polisacáridos (187,188). 

Los antígenos de Lewis también se expresan en las células epiteliales. Los 

carbohidratos de los LPS son similares a los antígenos de los grupos sanguíneos. La 

cadena O-específica de los LPS se mimetiza en su estructura con los antígenos de Lewis 

del grupo sanguíneo humano (191). Es posible que el fenotipo del antígeno Lewis de una 

cepa de H. pylori sea igual al que se encuentra presente en las células de la mucosa 

gástrica del hospedero (14), lo que le permite evadir la respuesta inmune (191). Esta 

similitud puede llevar a una respuesta autoinmune por parte del hospedero contra sus 

propias células gástricas (15). 

A 

A A 

B 

B 

B 

Ni 2+ Ni 2+ 
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3.6.6 Proteína Activadora de Neutrófilos (NAP). 

Una de las respuestas primarias a la infección por H. pylori es el reclutamiento de 

neutrófilos y monocitos al sitio de infección. Se sabe que NAP es quimiotáctica para los 

neutrófilos humanos y permite la translocación de neutrófilos del torrente sanguíneo a la 

mucosa del estómago infectada (74). La NAP es un decámero compuesto de subunidades 

idénticas de 150 kDa, que se encuentra en el citosol y es liberada por autólisis (194), 

induce la producción de radicales de oxígeno en neutrófilos humanos a través de una 

cascada de activación de eventos intracelulares que pueden contribuir al daño de la 

mucosa del estómago (222), ocasionando la liberación de nutrientes que promueven la 

sobrevivencia de H. pylori (79). Es un importante antígeno en la respuesta inmune del 

hospedero a la infección por H. pylori y se ha encontrado con mayor frecuencia en 

pacientes con úlcera péptica (214). 

 

3.6.7 Citotoxina vacuolizante (VacA). 

La citotoxina vacuolizante se sintetiza como una protoxina de aproximadamente 

140 kDa, que tiene modificaciones postraduccionales en los extremos amino y carboxilo 

para producir la citotoxina madura de 87 kDa (260). La toxina madura secretada puede 

ser degradada proteolíticamente en forma espontánea dando lugar a fragmentos de 33 y 

55 kDa (designados como p33 y p55) (47,85,197,238). La citotoxina induce la formación 

de grandes vacuolas citoplasmáticas en células epiteliales in vitro y es capaz de inducir 

apoptosis (45,48). La unión de VacA a las células es mediada por la porción carboxilo 

terminal que corresponde al dominio de 55 kDa (20). Los dominios de VacA se 

internalizan y producen vacuolización cuando las células se incuban con una mezcla de 

los dominios p33 y p55, pero no cuando se incuban individualmente (247). Todas las 

cepas de H. pylori tienen el gen vacA, no obstante sólo el 60% de los aislamientos (49), 

producen una citotoxina activa que puede inducir vacuolización de las células en cultivo, 

por lo que se consideran con el fenotipo Tox+ (239). El gen vacA es polimórfico, 

principalmente en la región del péptido señal, donde puede tener los subtipos s1a, s1b, 

s1c y s2 y en la región media, los genotipos m1 o m2 (Fig. 9) (44). La actividad 

vacuolizante es mayor en los alelos s1m1 que en los s1m2 y no se encuentra en los 

genotipos s2m2 (19). Se ha encontrado que existe una asociación entre la producción de 

VacA y el daño en el tejido (168,238), ciertos genotipos de vacA como s1m1 con alta 

actividad vacuolizante correlacionan con padecimientos más graves en el humano (19) 

como úlcera péptica y cáncer gástrico (83), mientras que el genotipo s2 se encuentra con 

mayor frecuencia en pacientes con gastritis (83,139). El gen vacA tiene únicamente un 
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alelo para la región s (s1 o s2) y otro para la región m (m1 o m2), la presencia de más de 

un alelo por región indica que se aisló más de una cepa.  

 
Figura 9. Diversidad de los alelos de vacA (44). 

 

3.6.8 Isla de patogenicidad cagPAI. 

La isla de patogenicidad cagPAI es uno de los factores de virulencia más relevante 

para la patogénesis de la bacteria. La isla de patogenicidad es un segmento de 40 kb, con 

un contenido de G+C del 35% que es menor que el 39% calculado para el genoma total 

de H. pylori (11,80,244). Lo anterior indica que la isla no se originó en H. pylori y que pudo 

adquirirse por transferencia horizontal. La isla tiene 27 marcos de lectura abiertos entre 

los que se encuentra cagA (Fig. 10) (8,32). Aún cuando los genes vacA y cagA no se 

encuentran juntos en el cromosoma, existe una asociación significativa entre la presencia 

de cagA y vacA s1 (253,254); las cepas cagPAI negativas rara vez expresan el genotipo 

vacA s1 (205). Los cepas de H. pylori se pueden dividir en dos tipos, las tipo I son 

cagA+/vacA+ y las tipo II son cagA–/vacA–  (273). Las cepas tipo I son más virulentas que 

las tipo II que no tienen la isla de patogenicidad y tienen el genotipo vacA s2 y no son 

citotóxicas (32). Las cepas tipo II, no se encuentran asociadas con patologías gástricas 

(273). Las cepas cagPAI se encuentran con mayor frecuencia en pacientes con úlcera 

péptica (32) y cáncer gástrico (32,160). La expresión de CagA se ha considerado como un 

marcador de la presencia de la isla y es una de las proteínas más inmunogénicas de H. 

pylori (205). Diversos estudios epidemiológicos han mostrado que las cepas que tienen el 

gen que codifica para esta proteína se han aislado de pacientes con enfermedades 

gástricas graves. En forma similar varios estudios epidemiológicos han demostrado 
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asociación entre la seropositividad de CagA y el cáncer gástrico. 

 

 
Figura 10. Representación esquemática de la isla de patogenicidad cagPAI de H. pylori 26695. Se 
señalan en color amarillo los genes homólogos al operón vir de Agrobacterium tumefaciens (80). 
 

3.6.8.1 Citotoxina asociada al gen A (CagA). 

Es una proteína con un peso molecular aproximado que varía de 120 a 145 kDa, 

conocida como citotoxina asociada al gen A (o CagA), con una región carboxilo terminal 

variable (32), se encuentra en aproximadamente el 60% de los aislamientos de H. pylori 

(43,250). El gen cagA se localiza al final de la isla de patogenicidad cagPAI (32) (Fig. 10). 

El gen cagA se utiliza como un marcador de la isla, con lo cual las cepas se dividen en 

cagA+ y cagA–. Las cepas cagA+ son más virulentas que las cagA– (149) y juegan un 

papel importante en el desarrollo de gastritis atrófica, úlcera péptica y cáncer gástrico 

(26,205). La unión de H. pylori cagA+ en células epiteliales humanas en cultivo induce su 

dispersión y alargamiento y un rearreglo del citoesqueleto (224). Se ha propuesto que la 

translocación de cagA en las células depende de los genes de virulencia del sistema de 

secreción tipo IV que se encuentran en la isla de patogenicidad cagPAI (80). 

 

3.7 Diagnóstico de la infección por H. pylori. 

El diagnóstico de la infección puede realizarse por varios métodos (Tabla 3). Las 

técnicas invasivas son cuando se detecta la bacteria en muestras obtenidas por 

endoscopía (cultivo bacteriológico, tinciones histológicas, técnicas moleculares) (34) y las 

no invasivas, son cuando se estudia alguna propiedad de la bacteria (prueba del aliento 

con urea-13C o urea-14C, prueba de la ureasa), respuesta inmune específica del 

hospedero (serología); (18) presencia de antígenos (saliva o heces) No es recomendable 

realizar las pruebas de detección en pacientes asintomáticos. Inicialmente, en pacientes 

menores de 50 años con enfermedades dispépticas no complicadas, deben realizarse 

pruebas serológicas para detectar la presencia de anticuerpos anti-H. pylori en suero o 

sangre total. En caso de que los resultados de IgG resultaran negativos y persista la 

sintomatología, se recomienda realizar la prueba del aliento o la prueba del antígeno fecal 
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(258). También debe considerarse el uso de pruebas en suero de IgA (106), si existen 

señales de alarma como sangrado gastrointestinal o pérdida de peso, es recomendable 

realizar una endoscopía, obteniendo una biopsia de la mucosa gástrica (258). 

 
Tabla 3. Métodos de detección de Helicobacter pylori. 

TÉCNICAS INVASIVAS TÉCNICAS NO INVASIVAS

Cultivo Serología

Pruebas Bioquímicas Prueba del Aliento

Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR)

Detección de Antígenos en 
Heces

Prueba Rápida de la Urea

Pruebas Histológicas
 

 

3.7.1 Cultivo. 

La detección de H. pylori mediante el cultivo permite confirmar la infección. Debido 

a la dificultad de aislar y crecer la bacteria, el uso del cultivo como método de diagnóstico 

de la infección se encuentra limitado a estudios de investigación y la práctica médica 

privada. El cultivo puede realizarse a partir de biopsias obtenidas mediante endoscopías, 

de heces (243) y jugo gástrico. Laboratorios muy experimentados alcanzan un promedio 

de aislamiento de la bacteria del 75% al 90% (137). El aislamiento de la bacteria permite 

realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, así como su caracterización 

bioquímica y molecular. 

 

3.7.2 Pruebas bioquímicas. 

Los procedimientos de tinción proveen de información con respecto a la morfología 

de la bacteria y muy poca con respecto al género o especie de una bacteria. Para 

identificar a una bacteria es necesario realizar pruebas bioquímicas, ya que las diferentes 

especies de bacterias realizarán una serie de reacciones bioquímicas diferentes y únicas 

(23). Las pruebas bioquímicas identifican los compuestos químicos biológicos importantes 

específicos de cada bacteria, proporcionando una especie de “huella” metabólica de cada 

organismo. Para realizar estos ensayos es necesario conocer algunas de estas 

características de las bacterias como las reacciones bioquímicas celulares (enzimáticas) y 



 27 

los substratos que utilizan (210). 

 

3.7.2.1 Oxidasa. 

La citocromo oxidasa también conocida como oxidasa, es una enzima que se 

encuentra presente en algunas bacterias que transfieren electrones al oxígeno, el aceptor 

final de electrones en la cadena de transporte de electrones, por lo que no se encuentra 

presente en anaerobios estrictos. La enzima citocromo oxidasa oxida el citocromo c para 

hacer esta transferencia de energía (Fig. 11). La presencia de esta enzima puede 

detectarse con el uso de discos comerciales para la prueba de oxidasa que actúan como 

donadores de electrones para la citocromo oxidasa. Existen discos comerciales que 

contienen una amina aromática como el N,N,N´,N´-tetrametil-p-fenilendiamino 

dihidrocloruro la cual actúa como donador de electrones, y cuando la bacteria oxida el 

citocromo c, éste a su vez oxida dicho reactivo y remueve los electrones, lo que genera 

que el disco se coloree púrpura, indicando una prueba positiva (231). 

 
 

 

Figura 11. Actividad de la Citocromo Oxidasa. 

 

3.7.2.2 Catalasa. 

La catalasa es una enzima que se encuentra en la mayoría de las bacterias 

aeróbicas y anaeróbicas facultativas, pero no se encuentra presente en los anaerobios. La 

catalasa cataliza la conversión del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno (Fig. 12). Es 

importante no contaminar la colonia de la bacteria a probar con agar sangre, ya que los 

glóbulos rojos tienen catalasa, lo que puede dar resultados falsos positivos. El ensayo no 

debe realizarse en cultivos viejos ya que pueden haber perdido su actividad de catalasa, 

dando falsos negativos. La prueba consiste en colocar unas cuantas bacterias en un 

portaobjetos, agregarle una gota de H2O2 al 3% y se observa la liberación de burbujas de 

oxígeno (259). 

 
Figura 12. Actividad de la Catalasa.  

 

4 CytCred + 4 H+ + O2  4 CytCox + 2H2O Cit. oxidasa 
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3.7.2.3 Ureasa. 

La ureasa es una enzima que hidroliza a la urea transformándola en amonio y 

bicarbonato (Fig. 13). La presencia de la ureasa puede detectarse colocando la bacteria 

en una solución de rojo fenol con urea, se libera amonio y cambia el pH del medio, 

haciéndose más básico y el color de la solución cambia de amarillo a rojo (22). 

 
 
 

Figura 13. Actividad de la Ureasa. 
 

3.7.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

La detección de H. pylori en las biopsias gástricas mediante la PCR proporciona 

resultados en corto tiempo. Se han desarrollado muchos protocolos para diferentes genes 

utilizando desoxioligonucleótidos específicos para H. pylori (33,92,202). Al realizar la 

amplificación del gen ureA, tanto en biopsias como en jugo gástrico, se puede detectar la 

presencia de H. pylori, así como la amplificación del gen ureB en biopsias embebidas en 

parafina. Los ensayos de PCR en tiempo real desarrollados últimamente permiten la 

detección y cuantificación simultánea, así como la determinación de la susceptibilidad a 

antibióticos y la genotipificación (33,92,202). 
 

3.7.4 Prueba rápida de la urea. 

La actividad de la ureasa de H. pylori se utiliza como prueba diagnóstica 

realizando el ensayo con la biopsia de la mucosa gástrica (115,173). La muestra de la 

biopsia obtenida en el momento de la endoscopía se coloca en una base de agar con 

urea con un colorante sensible al pH. La ureasa cataliza la hidrólisis de la urea en amonio 

y bicarbonato, elevando el pH del medio, lo que ocasiona un cambio de color de amarillo a 

rosa; la sensibilidad de la prueba depende de la cantidad de microorganismos. Esta 

técnica generalmente tiene una sensibilidad mayor al 90%. Se pueden tener falsos 

negativos si el paciente está tomando inhibidores de la bomba de protones (62,137). 

 

3.7.5 Pruebas histológicas. 

Se obtienen biopsias de la mucosa gástrica mediante endoscopía con la finalidad 

de obtener información relacionada con la infección por H. pylori y los cambios 

morfológicos en la mucosa gástrica; esta prueba tiene una sensibilidad y especificidad 

CO(NH2)2 + H+ + 2H2O  HCO3
-
 + 2(NH4

+) 

 
ureasa 
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mayor al 90%. Se recomienda que se tomen por lo menos dos biopsias del antro y dos del 

cuerpo del estómago (62,137). H. pylori se localiza en la capa de moco adherida a la 

superficie del epitelio y con frecuencia se encuentra en la profundidad de las criptas. La 

identificación histológica de la bacteria, depende del histopatólogo. Existen factores que 

pueden influenciar en la identificación como la densidad bacteriana, el tipo de tinción 

utilizado y la experiencia del laboratorio (62). Se pueden obtener falsos negativos cuando 

los pacientes están tomando inhibidores de la bomba de protones.  

 

3.7.6 Serología. 

En respuesta a la infección por H. pylori, el sistema inmune desarrolla una 

respuesta produciendo inmunoglobulinas para los antígenos específicos de la bacteria. 

Estos anticuerpos se pueden detectar en el suero o la sangre total del paciente debido a 

que los niveles de anticuerpos en sangre permanecen por largos períodos de tiempo. 

Existen buenos argumentos para considerar que las cepas asiáticas son diferentes, dos 

estudios realizados en Japón y Vietnam confirmaron que el uso de antígenos de cepas 

locales dan mejores resultados de especificidad de las pruebas serológicas que el uso de 

antígenos de cepas occidentales (119,199) de lo cual se puede concluir que la elección 

del antígeno es crítica. La prueba de ELISA para anticuerpos IgG contra H. pylori es la 

que se utiliza más comúnmente (179), después de la erradicación de la infección el nivel 

de IgG desciende a la mitad de los valores iniciales en 6 meses aproximadamente (147). 

Se utilizan diferentes marcadores para detectar la presencia de anticuerpos, 

principalmente contra cepas patógenas, entre los cuales el más común es CagA (113), así 

como una combinación de antígenos con un peso molecular que oscila entre 116 kDa y 

26.5 kDa (150).  Estas técnicas indican una exposición a la infección por H. pylori, pero no 

discriminan entre la infección activa o exposición previa en personas sanas. 

 

3.7.7 Prueba del aliento de la urea. 

Es una prueba sensible que puede usarse para determinar la presencia de H. 

pylori (infección activa) antes de iniciar un tratamiento y en el seguimiento después de la 

terapia con antibióticos (7), para confirmar la erradicación. La actividad de la ureasa en el 

estómago se considera un marcador de la infección activa por H. pylori (18). La prueba 

debe realizarse después de 4 semanas de haber concluido el tratamiento con antibióticos, 

inhibidores de la bomba de protones y bismuto (234). Al paciente se le administra por vía 

oral una pequeña dosis de urea marcada con un isótopo 13C (no radioactivo) o 14C 
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(radioactivo). Si existe infección por H. pylori, la ureasa bacteriana hidroliza la urea para 

producir CO2 y amonio (Fig. 13). El CO2 lleva el 13C o 14C, los cuales difunden al torrente 

circulatorio y es excretado por los pulmones (Fig. 14). El 13C es detectado por 

espectrómetro de masas y el 14C por contador de centelleo, 30 a 60 minutos después de 

tomar la solución. La sensibilidad y especificidad de la prueba son mayores al 90%, pero 

se pueden obtener falsos negativos cuando los pacientes están tomando inhibidores de la 

bomba de protones (137). 
 

 
 

Figura 14. Prueba del aliento de la urea (107). 

 

3.7.8 Detección de antígenos en heces. 

Se ha utilizado en el diagnóstico inicial de la infección por H. pylori y en la 

confirmación de la erradicación después del tratamiento. La prueba es un inmunoensayo 

enzimático con anticuerpos policlonales, aunque se encuentra en estudio un anticuerpo 

monoclonal (164). La sensibilidad y especificidad de la prueba varía de un 84 a un 95% 

(137,165). Se pueden obtener falsos negativos cuando los pacientes están tomando 

inhibidores de la bomba de protones (137). Debido a que este ensayo es una prueba no 

invasiva, se recomienda realizarla en pacientes pediátricos (258). 

 

3.8 Tratamiento. 

En una infección crónica con H. pylori, la bacteria no puede ser eliminada por el 

sistema inmune del hospedero, por lo que, para erradicar la infección, se requiere del uso 

de antibióticos (118,185); desafortunadamente no existe un tratamiento ideal y la elección 
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del mismo debe hacerse con base en los patrones de susceptibilidad locales (51). El 

tratamiento para la infección por H. pylori debe aplicarse después del diagnóstico clínico. 

El éxito en la erradicación de la infección depende de varios factores, entre los más 

importantes se consideran: la susceptibilidad de las cepas a los antibióticos utilizados y 

que el tratamiento se complete adecuadamente por los pacientes (104,176). Los 

antimicrobianos pueden actuar tópicamente contra H. pylori (cuando pasan a través del 

lumen gástrico en su paso hacia el intestino como el bismuto) o sistémicamente (cuando 

son transferidos al lumen gástrico por el sistema circulatorio después de la absorción 

intestinal como el metronidazol) (96). Se han propuesto diferentes pautas de tratamiento. 

En 1994 el Instituto Nacional de Salud (NIH) en los Estados Unidos de Norteamérica 

organizó la primera reunión de consenso sobre H. pylori y la úlcera péptica, donde se 

concluyó que los pacientes con úlcera péptica deberán curarse de la infección con una 

droga antisecretora combinada con antibióticos anti H. pylori (2). El grupo Europeo de 

estudio sobre H. pylori organizó una reunión en Maastricht con expertos microbiólogos, 

médicos generales y gastroenterólogos, para establecer normas en el manejo de la 

infección por H. pylori. Los lineamientos del Maastricht recomiendan la terapia de 

erradicación en pacientes positivos a la infección por H. pylori con úlcera duodenal o 

gástrica, linfoma asociado a la mucosa gástrica (MALT) de bajo grado, gastritis con 

severos cambios macro o microscópicos y después de una resección de cáncer gástrico 

temprano. El tratamiento para la erradicación debe tener una tasa de erradicación 

superior al 90%, utilizando una terapia triple con un inhibidor de la bomba de protones 

(IBP) claritromicina, metronidazol o tinidazol y amoxicilina durante una semana, lo que 

corresponde con los lineamientos establecidos (4). El reporte del consenso Maastrich 2 en 

el 2000, introduce el concepto “tratamiento en paquete” en el que se consideran terapias 

de erradicación de primera y segunda línea. La terapia de primera línea es la combinación 

de un IBP como omeprazol o lansoprazol o antagonistas de los receptores tipo 2 de la 

histamina como ranitidina-citrato bismuto (RBC) y claritromicina más amoxicilina o 

metronidazol, dos veces al día. La segunda línea de tratamiento es una terapia cuádruple 

con IBP o RBC dos veces al día, bismuto y tetraciclina cuatro veces al día y metronidazol 

tres veces al día. Ambas terapias deben seguirse por un mínimo de siete días (123). La 

supresión ácida por antagonistas de los receptores tipo 2 de la histamina o inhibidores de 

la bomba de protones, ayudan en el alivio de los síntomas asociados a la úlcera (dolor 

abdominal, náuseas, etc.), ayudan a contrarrestar la inflamación de la mucosa y pueden 

aumentar la eficacia de los antibióticos frente a H. pylori en la superficie de la mucosa 

gástrica (2,123). Se ha observado que la erradicación de la infección cura la úlcera y su 

recurrencia (117,122). Después del tratamiento se deben realizar pruebas no invasivas, 
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para confirmar que la infección ha sido erradicada (137). La prueba debe llevarse a cabo 

al menos 4 semanas después de concluir el tratamiento. 

 

Tabla 4. Tratamientos para la erradicación de la infección por H. pylori. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
IBP: Inhibidor de la bomba de protones. 

    ARH2: Antagonista de los receptores tipo 2 de la histamina. 

 

3.8.1 Inhibidores de la bomba de protones (IBP). 

Son benzimidazoles substituidos que tienen el mismo mecanismo de acción. En un 

ambiente ácido, la protonación de la piridina y los nitrógenos del benzimidazol resultan en 

la formación de una tetraciclina sulfenamida que es la forma activa de la droga. La 

sulfenamida se une a los residuos de cisteína en el sistema de la enzima H+K+ ATPasa en 

la superficie de las células parietales gástricas formando puentes disulfuro que inhiben la 

actividad de la bomba. Al bloquear la bomba inhiben el último paso de la secreción de 

ácido gástrico en las células parietales gástricas (123). Los IBP tienen un efecto 

bactericida in vitro, pero in vivo se ha demostrado que reducen la cantidad de H. pylori sin 

TRATAMIENTO 

    1. TERAPIA CON TRES MEDICAMENTOS 

  Claritromicina + Amoxicilina o Metronidazol + IBP 

  Claritromicina o Metronidazol + Amoxicilina o Tetraciclina + IBP 

  Claritromicina o Metronidazol + Amoxicilina o Tetraciclina + ARH2 

  Metronidazol + Tetraciclina o Amoxicilina + Bismuto 

    2. TERAPIA CON CUATRO MEDICAMENTOS 

  Metronidazol + Tetraciclina o Amoxicilina + Bismuto + IBP 

  Metronidazol + Tetraciclina o Amoxicilina + Bismuto + ARH2 

  Metronidazol + Claritromicina o Amoxicilina + IBP + ARH2 

  Amoxicilina + Claritromicina + IBP + ARH2 

   3. TERAPIA CON CINCO MEDICAMENTOS 

  Metronidazol + Tetraciclina o Amoxicilina + Bismuto + ARH 
2  + IBP 
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erradicarlo, esto puede deberse al aumento en el pH gástrico (51). 

 

3.8.2 Antagonistas de los receptores tipo 2 de la histamina (ARH2). 

Los antagonistas de los receptores tipo 2 de la histamina también conocidos como 

antagonistas H2, son drogas que bloquean la acción de la histamina en las células 

parietales en el estómago, disminuyendo la producción de ácido por estas células (155); 

elevando el pH del contenido del estómago y reduciendo el dolor relacionado con la 

acidez. Los antagonistas de los receptores H2 inhiben la producción de ácido compitiendo 

con la histamina en la unión a los receptores H2 de las células parietales (121,274). 

Recientemente se ha introducido el uso de ranitidina-citrato bismuto, que es una sal del 

antagonista del receptor H2. Comparten una homología estructural con la histamina (268). 

 

3.8.3 Macrólidos. 

La claritromicina es un antibiótico semisintético. La claritromicina penetra la 

membrana externa y pared celular de los microorganismos susceptibles y se une en forma 

reversible a la subunidad 50S del ribosoma 70S, inhibiendo la translocación del aminoacil 

tRNA y la síntesis de proteínas (27). Hansen y cols. demostraron que los macrólidos 

interactúan con el RNAr 23S conectándose con la horquilla 35 en el dominio II del RNAr y 

con la horquilla de la peptidiltransferasa en el dominio V (Fig. 15) (111). 
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Figura 15. Estructura secundaria del centro de la peptidil transferasa en el Dominio V del RNAr 23S 
(a) y la horquilla 35 del dominio II (b). Modificación de los números en el dominio V de acuerdo a H. 
pylori (67). 
 

El tunel de salida de la proteína naciente tiene un sitio de alta afinidad para los 

antibióticos como los macrólidos. Este sitio se localiza en la parte superior del tunel, 

debajo del centro de la peptidil transferasa (CPT) (Fig. 16) (275). Los macrólidos se unen 

a este sitio con gran afinidad en ribosomas vacios o en vías de traducción con un péptido 

naciente corto (12,37,235,241), bloqueando la progresión de la proteína naciente a través 

del tunel de salida, lo que ocasiona el paro de la elongación (87,275). Este paro lleva a la 

disociación de pequeños peptidil-tRNA del ribosoma (240). 
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Figura 16. Deinococcus radiodurans a) Sección de la subunidad 50S del ribosoma, donde se 
observa un tunel y se muestra la localización del CPT y de los macrólidos. b) Las formas de unión 
de diferentes antibióticos en el tunel del ribosoma en el sitio de unión de macrólidos. La posición de 
los nucleótidos de unión a macrólidos en los dominios V y II se encuentran marcados (275). 
 

La claritromicina tiene actividad bacteriostática, pero puede ser bactericida en 

algunos microorganismos como Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y 

Neisseria gonorrhoeae (78). La claritromicina es el único macrólido aprobado por la FDA 

(Agencia Federal de Drogas) para usarse en el tratamiento contra la infección por H. pylori 

(27). El gen del RNAr 23S está presente en dos copias en el genoma de H. pylori 

(236,244). En H. pylori se han encontrado diferentes mutaciones puntuales (A2115G, 

G2141A, A2142G, A2142C, A2142T, A2143G, A2143C, A2143T y T2717C) en la horquilla 

del dominio V del RNAr 23S asociadas con la resistencia a claritromicina 
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(82,126,200,233,236,252,256). Debido a que la resistencia a macrólidos está codificada 

en el cromosoma y se transfiere en forma vertical a su descendencia, su dispersión se 

encuentra relativamente limitada (175). La prevalencia de la resistencia a claritromicina 

varía de acuerdo con la localización geográfica (10,53), en algunos países la resistencia a 

claritromicina varia de 1 al 10% (10,175), en nuestro país se ha reportado que la 

resistencia a claritromicina incrementó de 1995 a 1997 alcanzando valores del 24% (246). 

La claritromicina no es estable a pH ácido, por lo que se administra junto con 

antisecretores como los IBP y los antagonistas de los receptores tipo 2 de la histamina 

(70,72). 

 

3.8.4 Nitroimidazoles. 

Son pro-drogas que necesitan ser activadas intracelularmente para ser efectivas, 

son muy estables a pH bajo (262). Después de entrar en las células por difusión pasiva, 

los nitroimidazoles son metabolizados por un paso de reducción en el que la droga es el 

aceptor de electrones (66). Para esta reducción H. pylori posee diversas nitrorreductasas, 

(116,125), sugiriéndose que una nitrorreductasa NADPH insensible al oxígeno codificada 

por el gen rdxA es la más importante (99). Esta enzima reduce el metronidazol a 

metabolitos activos (hidroxilamina) mutagénicos que son tóxicos para la bacteria; estos 

nitrosoderivados tóxicos no pueden ser reoxidados por el oxígeno molecular, producen 

daño en el DNA y ocasionan la muerte de la bacteria (99). El uso de nitroimidazoles 

resulta en un incremento en la frecuencia de mutaciones de todos los genes, incluyendo 

rdxA, lo que ocasiona una inducción rápida de mutantes resistentes a nitroimidazoles 

(133). Además de RdxA, la proteína parecida a ferredoxina (fdxB) y la flavin 

oxidorreductasa NAD(P)H (frxA), pueden contribuir a la activación del metronidazol en H. 

pylori, mutaciones en estos genes están asociadas con el fenotipo de resistencia 

(152,153). El crecimiento de cepas de H. pylori resistentes a metronidazol en presencia de 

este antibiótico lleva a la disminución de las actividades de diversas enzimas del ciclo de 

Krebs (Fig. 17) (119). 

 

 



 37 

 
 
Fig. 17. Actividades catabólicas y anabólicas detectadas en cepas de H. pylori en presencia de 
metronidazol. 3: Fosfofructocinasa, 4: Fructosa-1,6-bifosfatasa, Fd: Flavodoxina, 14: Aconitasa, 15: 
Isocitrato deshidrogenasa, 17: Succinato deshidrogenasa, 18: Fumarasa (119). 
 

Los niveles de aconitasa e isocitrato deshidrogenasa disminuyen en presencia de 

metronidazol tres a cuatro veces en comparación con las actividades observadas en 

bacterias crecidas en ausencia de metronidazol. También las actividades de las enzimas 

succinato deshidrogenasa y fumarasa se encuentran disminuidas en cepas crecidas en 

presencia de metronidazol. En cepas resistentes a metronidazol existe una mayor 

actividad de la fructosa bifosfatasa que la fosfofructocinasa, sugiriendo que en estas 

cepas la gluconeogénesis puede favorecerse sobre la glucólisis (119).  

Desafortunadamente la prevalencia de la resistencia a metronidazol en países en 
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vías de desarrollo se aproxima al 90% y en países de Europa occidental varía del 10 al 

44% (10,63,161,269), mientras que en Japón la prevalencia es mayor en Kioto 23.8% que 

en Sapporo 8.1% (136). En México se ha reportado que la resistencia a metronidazol 

alcanzó valores del 80% en 1997 (246). Por lo que es importante tomar medidas para 

controlar el uso de los nitroimidazoles en el tratamiento contra H. pylori  

 

3.8.5 Beta lactámicos. 

La amoxicilina es un derivado semisintético de la penicilina, es el único antibiótico 

beta lactámico empleado para tratar la infección por H. pylori (175), que se incluye en los 

esquemas de tratamiento. Inhibe la biosíntesis de la pared celular bacteriana, uniéndose a 

las proteínas fijadoras de penicilina (PBP) localizadas en la pared celular, interfiriendo con 

la síntesis del peptidoglicano. Esta inhibición resulta en un debilitamiento de la pared 

celular bacteriana y finalmente en la lisis y muerte celular (58,271). Alteraciones en las 

PBP pueden conferir resistencia a los antibióticos beta lactámicos afectando la unión de 

los mismos a las PBP (110,272). En H. pylori se han detectado ocho PBP con pesos 

moleculares que van de 28 a 72 kDa (112). En un ensayo se encontró que la amoxicilina 

se une exclusivamente a la PBP de 72 kDa (PBP1A) con mayor afinidad que la ampicilina-

digoxigenina, sugiriendo que esta PBP puede estar involucrada en la resistencia a 

amoxicilina (112). Grupos de investigación como el de Harris y Gerrits y cols. (90,112) 

mostraron que mutaciones puntuales en el gen de la PBP1A, estaban asociadas con la 

resistencia estable a amoxicilina en cepas clínicas aisladas de un paciente y que esta 

resistencia puede transferirse a una cepa susceptible por transformación genética. En 

general la prevalencia de la resistencia a amoxicilina permanece baja en la mayoría de los 

países, no obstante se han encontrado altas tasas de resistencia en estudios realizados 

en Sardina, Italia 26% (215); 29% en Brasil (180) y 41% en China (272). Aunque la 

amoxicilina es estable a pH ácido, la disminución de la acidez gástrica aumenta su 

actividad (72). 

 

3.8.6 Factores de virulencia asociados a la resistencia antimicrobiana. 

En aislamientos clínicos de Klebsiella pneumoniae resistentes a antibióticos beta 

lactámicos de amplio espectro, se ha detectado la expresión de factores de adherencia 

como KPF-29 (56) y la fimbria KPF-28 presentes en plásmidos que codifican beta 

lactamasas de amplio espectro como CAZ-1/TEM-5 y CAZ-5/SHV-4 respectivamente (57). 

Mientras que en aislamientos clínicos de Klebsiella pneumoniae susceptibles a estos 

antibióticos, no se ha detectado la presencia de estos factores de adherencia. La relación 
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entre los antibióticos y los genes de los factores de colonización pueden contribuir a la 

emergencia y persistencia de cepas multirresistentes de K. pneumoniae in vivo en el 

intestino humano, aún en ausencia de la presión de selección de la antibioterapia.  

Algo similar puede estar ocurriendo con las cepas de H. pylori resistentes a los 

antimicrobianos antes mencionados. Sería muy interesante estudiar si existe una relación 

entre los factores de virulencia y la resistencia, ya que se ha sugerido que el ambiente 

fisiológico promovido por las cepas cagA– reduce la exposición de la bacteria al antibiótico, 

haciendo que sea más difícil erradicarla (28,256). En el caso de claritromicina se sugiere 

que las cepas cagA+ son más susceptibles a este antibiótico ya que crecen más rápido 

que las cepas cagA– (28). 

 

3.9 Marcadores genéticos. 

Los marcadores genéticos son variaciones en el genoma que pueden usarse para 

entender eventos genéticos. Para que un marcador sea útil, la variación genética debe ser 

polimórfica, deben existir dos o más variaciones comunes en la población bajo estudio. Un 

marcador genético puede ser un gen funcional, donde la función no es la importante, sino 

las variaciones en la estructura del DNA que se reflejan en diferencias funcionales entre 

los alelos. Estos marcadores genéticos nos proporcionan información útil para estudios 

epidemiológicos y para conocer la estructura genética de las poblaciones. Las técnicas 

más comúnmente utilizadas para estudiar los marcadores genéticos son: Electroforesis 

por campos pulsados (PFGE), Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP), Polimorfismo de los fragmentos de restricción amplificados por PCR 

(AFLP-PCR), Ribotipificación y Amplificación azarosa de DNA polimórfico (RAPD). 

 

3.9.1 Electroforesis por campos pulsados (PFGE). 

La electroforesis por campos pulsados es una técnica que permite la comparación 

de largos fragmentos de DNA genómico después de la digestión con una enzima de 

restricción. Difiere de la electroforesis convencional en agarosa en que la orientación del 

campo eléctrico a lo largo del gel cambia periódicamente en comparación con la 

electroforesis estándar, que es unidireccional y constante, permitiendo que los fragmentos 

de DNA de alto peso molecular se realineen en la nueva dirección del campo eléctrico. La 

variabilidad en el campo eléctrico permite a la PFGE separar fragmentos muy largos 

(>600 kb) (248). 
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3.9.2 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). 

Es una técnica en la que el DNA se corta en fragmentos, utilizando enzimas de 

restricción que reconocen una secuencia genética (en ocasiones flanquean la región 

polimórfica) que ocurre repetidamente, de tal forma que los organismos pueden ser 

diferenciados por el análisis en los patrones derivados de la digestión enzimática de su 

DNA (196). Si dos microorganismos difieren en la distancia entre los sitios de restricción 

de una enzima en particular en su genoma, debido a una mutación que generó o eliminó 

un sitio de restricción enzimática, la longitud de los fragmentos producidos sera diferente, 

lo que representa el polimorfismo (196,227). Los fragmentos de DNA se separan de 

acuerdo con su tamaño por medio de electroforesis en geles de agarosa. La similitud de 

los patrones generados puede usarse para diferenciar una especie de otra y aún entre 

cepas (196). 

 

3.9.2.1 RFLP-Southern blot. 

Una vez que se han determinado los patrones de migración, los fragmentos se 

transfieren mediante transferencia por capilaridad (Southern blot) a una membrana de 

Nylon. Se utiliza una sonda que es capaz de reconocer específicamente el polimorfismo 

en estudio, para visualizar las secuencias complementarias a los fragmentos de DNA 

(196). 

 

3.9.2.2 RFLP-PCR. 

Es una técnica que detecta polimorfismos en el DNA en un locus particular. 

Después de amplificar el locus de interés mediante PCR, los fragmentos generados se 

cortan con enzimas de restricción, los polimorfismos se detectan por diferencias en la 

longitud de los fragmentos de restricción, los que se separan mediante electroforesis en 

geles de agarosa (54).  

 

3.9.3 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 

amplificados por PCR (AFLP-PCR). 

Esta técnica permite la identificación mediante la amplificación por PCR de los 

polimorfismos de los fragmentos genómicos cortados con enzimas de restricción 

(192,261). Se ha utilizado para mapeo genético de plantas y animales, diagnóstico médico, 

estudios filogenéticos y tipificación microbiana (223). Para el análisis del AFLP (Fig. 18a) 
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se requeren pequeñas cantidades de DNA genómico purificado, el cual es digerido con 

dos enzimas de restricción, una con una frecuencia regular de corte (como EcoRI) y una 

segunda con una frecuencia alta de corte (como MseI o TaqI). Se diseñan 

desoxioligonucleótidos adaptadores complementarios, de tal manera que el sitio de 

restricción inicial no se restablezca después de la ligación (Fig. 18b) (192,223). 

Dependiendo del tamaño del genoma, la restricción-ligación genera miles de fragmentos 

adaptados. Las secuencias del extremo de cada fragmento adaptado constan de una 

secuencia adaptador (en rojo) y la parte restante de la secuencia de restricción (en azul y 

verde). Para obtener la amplificación selectiva de este subconjunto de fragmentos, estas 

secuencias finales sirven como moldes para el diseño de los desoxioligonucleótidos 

específicos para los adaptadores, los cuales en el extremo 3´ (nucleótidos subrayados) 

tienen de uno a tres nucleótidos arbitrarios después del sitio de restricción (Fig. 18c, en 

negro). Dicha extensión de uno, dos o tres nucleótidos arbitrarios reduce el número de 

fragmentos amplificados por un factor de 4, 16 y 64 respectivamente (192). Se observan 

de 40 a 200 bandas al analizarse en electroforesis en geles de poliacrilamida. 
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Figura 18. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP-PCR) (192). 
 



 42 

3.9.4 Ribotipificación. 

Permite diferenciar las bacterias detectando cambios en los sitios de restricción 

enzimática en el genoma bacteriano, puede utilizarse una o más enzimas de restricción. 

Los fragmentos restringidos se separan por tamaño en geles de agarosa, las bandas se 

transfieren a una membrana y se hibridan con una sonda de RNAr marcada. La sonda 

que se utiliza puede construirse en base al RNAr 16S o 23S o ambos, o en algun 

fragmento conservado de algunos de los genes del RNAr. Los patrones de los fragmentos 

de diferentes tamaños son comparados entre los aislamientos y éstos a su vez con el 

mismo patrón (257). 

 

3.9.5 Amplificación azarosa de DNA polimórfico (RAPD). 

Son fragmentos de DNA amplificados por PCR utilizando desoxioligonucleótidos 

cortos, generalmente de 10 pb y diseñados con secuencias azarosas. Estos 

desoxioligonucleótidos sirven como iniciadores sentido y antisentido (Fig. 19) que pueden 

amplificar fragmentos en 3 a 10 sitios genómicos simultáneamente. Se utilizan bajas 

concentraciones de DNA molde (5-50 ng por reacción) y para el diseño de los 

desoxioligonucleótidos no se requiere conocer la secuencia del DNA. Los fragmentos 

amplificados (0.5-5 kb) son separados por electroforesis en geles de agarosa y los 

polimorfismos son detectados como la presencia o ausencia de bandas de determinado 

tamaño (109,227,267). Estos polimorfismos se deben a la variación en los sitios de 

alineamiento de los desoxioligonucleótidos (227). Los RAPD se han utilizados con 

diversos propósitos, desde estudios a nivel individual (ej. identidad genética) a estudios en 

los que se involucran especies cercanamente relacionadas. Debido a su abundancia 

genómica muy alta, los RAPD se han aplicado en estudios de mapeo genético (109,267). 
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Figura 19. RAPD (Amplificación azarosa de DNA Polimórfico). 

 

4 Justificación. 

En países en desarrollo, como México, las enfermedades gástricas como la gastritis, 

la úlcera péptica y el cáncer gástrico constituyen un problema de salud pública. Los 

conocimientos recientes indican que la gran mayoría de estas afecciones son causadas 

por la infección por H. pylori. En estudios realizados en diversas instituciones de salud 

(del sistema de seguridad social y públicas) en nuestro país, se ha estimado que la 

prevalencia de la infección por H. pylori no es muy diferente entre personas con 

padecimientos gástricos sintomáticos, en pacientes con gastritis crónica atrófica y 

aquellos que presentan algún tipo de neoplasia gástrica. Estos resultados sugieren 

diferentes características de las cepas circulantes en México, con distintos grados de 

patogenicidad, por lo que sería muy útil contar con la genotipificación de cepas de H. 

pylori aisladas de pacientes infectados que han desarrollado diferentes patologías 
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gástricas. Entre los factores de virulencia asociados a las enfermedades gástricas se 

encuentran las citotoxinas VacA y CagA, así como otras proteínas que son importantes 

para la colonización y persistencia de la bacteria. La caracterización de los factores de 

virulencia que pueden contribuir a la progresión de las enfermedades gastroduodenales 

es de gran importancia. Por otro lado, no es posible adjudicar el espectro de 

enfermedades generadas por H. pylori únicamente a los factores de virulencia de H. pylori. 

Es obvio señalar que en una enfermedad infecciosa, uno de los puntos clave para 

determinar la recuperación de la misma es la sensibilidad o resistencia del 

microorganismo a los agentes antimicrobianos utilizados, amén de otros caracteres de la 

propia bacteria (tropismo, factores de colonización y virulencia, etc.). El tratamiento ideal 

no se ha encontrado aún y en la elección de los antibióticos utilizados para la terapia se 

debe considerar los patrones de susceptibilidad locales de aislamientos clínicos. En 

nuestro país se han realizado una serie de estudios sobre los genotipos de vacA y la 

presencia de cagA de cepas de H. pylori provenientes de pacientes con padecimientos 

gástricos (189), así como sobre la susceptibilidad a los antimicrobianos amoxicilina, 

claritromicina y metronidazol (86,246). No obstante no se han realizado estudios sobre la 

caracterización molecular de la resistencia a claritromicina, amoxicilina o metronidazol, 

ensayos de citotoxicidad y su relación con la resistencia a los antibióticos.  

Por lo tanto, fue nuestro interés caracterizar las cepas de H. pylori aisladas de 

pacientes con diferentes patologías gástricas, determinando la presencia de los genes 

vacA y cagA, la citotoxicidad de las cepas, así como los patrones de susceptibilidad a los 

principales antibióticos empleados en el tratamiento de la infección en nuestro país e 

identificar el mecanismo molecular de la resistencia a claritromicina y amoxicilina, ya que 

en el caso de la resistencia a metronidazol son diferentes genes los involucrados en la 

resistencia.  

Este estudio contribuirá a determinar si los factores de virulencia VacA y CagA de las 

cepas mexicanas pueden usarse como marcadores genéticos de H. pylori relacionados 

con la resistencia a antibióticos. 

Además este será un estudio piloto que permitirá determinar la factibilidad de realizar 

un estudio epidemiológico incluyendo un mayor número de pacientes provenientes de 

diferentes hospitales del sector salud. 

 

5 Objetivo general. 

Conocer la variabilidad estructural de los genes vacA y cagA y la frecuencia de la 
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resistencia a claritromicina, metronidazol y amoxicilina de cepas de H. pylori aisladas de 

pacientes adultos con diferentes padecimientos gástricos durante 1997, 2000 y 2001. 

 

5.1 Objetivos particulares. 

1. Analizar e identificar la diversidad genómica de los aislamientos clínicos. 

2. Estandarizar las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos utilizando la 

cepa de colección ATCC 43504 de H. pylori. 

3. Determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos metronidazol, claritromicina y 

amoxicilina en aislamientos clínicos de H. pylori, provenientes de pacientes con 

enfermedades gástricas. 

4. Identificar el mecanismo molecular de la resistencia a claritromicina y amoxicilina 

de los aislamientos clínicos de H. pylori. 

5. Determinar la variabilidad y expresión del gen vacA y la presencia del gen cagA. 

 

6 Hipótesis. 

El desarrollo de enfermedades gástricas graves como gastritis crónica activa, gastritis 

crónica activa folicular, metaplasia intestinal y cáncer gástrico, es una consecuencia de la 

infección crónica por cepas de H. pylori cuya patogenicidad se puede relacionar entre 

otros factores a las características genéticas de las cepas y la resistencia a los 

antibióticos. 

 

7 Materiales y métodos. 

7.1 Pacientes. 

Se reclutaron 180 pacientes adultos en los años 1997, 2000 y 2001, en el servicio 

de endoscopía del Instituto Nacional de Cancerología (INCAN). Se tomaron biopsias del 

antro gástrico de cada paciente por personal especializado, bajo la supervisión del médico 

responsable de la Unidad de endoscopía. El proyecto fue aprobado por los comités de 

ética y bioseguridad del INCAN. Los pacientes firmaron una carta de consentimiento 

informado aceptando participar en este estudio. El diagnóstico del padecimiento lo realizó 

el Dr. Roberto Herrera-Goepfert, patólogo del mismo Instituto. 
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7.2 Cepas bacterianas. 

Se utilizaron 49 cepas aisladas de las biopsias de los pacientes, las cuales se 

encontraban conservadas en glicerol al 10% en el ultracongelador a -70°C. 

La cepa de colección ATCC 43504 de H. pylori se utilizó como control de los ensayos de 

susceptibilidad antimicrobiana. 

 

7.3 Recuperación de las cepas. 

Las cepas almacenadas se mantuvieron en glicerol a -70°C, se sembraron en 

placas de medio agar soya tripticaseína (DIFCO) suplementado con 5% de sangre de 

borrego, con vancomicina 0.1%  

(Ely Lilly), se incubaron a 37ºC en condiciones microaerófiliicas (5% O2, 10% CO2), 

por 3 a 5 días se realizaron pases en placas del mismo medio. Los cultivos se 

identificaron mediante las pruebas de ureasa, catalasa y oxidasa y tinción de Gram, 

utilizándose sólo aquellas en forma de bacilo. Para corroborar la identificación de las 

cepas se realizó la amplificación del gen del RNAr 16S como se indica en el punto 7.8.1. 

 

7.4 Extracción de DNA genómico. 

Las bacterias reactivadas se crecieron en 100 ml de medio Brucella (DIFCO) con 

ciclodextrina al 0.2% (SIGMA), suero fetal bovino al 10% (GIBCO), se incubaron con 

agitación a 37ºC en atmósfera de CO2 al 10%, durante 72 hr. El DNA genómico se extrajo 

de los aislamientos clínicos utilizando el estuche comercial de aislamiento de DNA de 

células y tejidos (Catalogo 27-5237-01 Amersham Pharmacia). El DNA obtenido se 

cuantificó y se evaluó su pureza por espectrofotometría, las absorbancias se leyeron a 

260 nm, 280 nm y 320 nm (fondo), para calcular la concentración de DNA la lectura de 

fondo 320 nm se restó de la lectura a 260 nm y el resultado se multiplicó por el coeficiente 

de extinción del DNA 50 µg/ml y el factor de dilución. Se analizó la integridad del DNA 

corriendo 100 ng del DNA extraido en geles de agarosa al 1%, TAE 1X (40mM Tris-

Acetato, 1mM EDTA), teñidos previamente con bromuro de etidio (0.5µg/ml concentración 

final), a 90 V. Los geles se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta, para 

confirmar la integridad del DNA, una vez confirmado esto, el DNA se guardó a –20ºC 

hasta el momento de utilizarlo. 
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7.5 Cuentas viables. 

Para realizar los ensayos de susceptibilidad se estandarizó la técnica para obtener 

cuentas viables de H. pylori (utilizando la cepa de colección ATCC 43504). Se realizaron 

pruebas de viabilidad utilizando el medio líquido Muller Hinton (DIFCO) como diluyente de 

la bacteria, la dilución se ajustó a una turbidez de McFarland 3.0 y se sembró en cajas 

con agar Muller-Hinton (DIFCO) a una dilución de 10-6. Las cajas se incubaron a 37ºC en 

condiciones microaerfílicas por 3 a 5 días. Los cultivos se identificaron cómo se indica en 

el punto 7.3. Estas pruebas se realizaron para cada uno de los inóculos, simultáneamente 

se realizó la prueba de susceptibilidad de las mismas. 

 

7.6 Estandarización pruebas de susceptibilidad. 

Se cultivó la cepa de colección ATCC 43504 de H. pylori en cajas con agar soya 

tripticaseína-sangre con vancomicina. Una vez recuperada, se utilizó para estandarizar la 

prueba de susceptibilidad utilizando las tiras de E test (AB Biodisk). Se prepararon cajas 

con agar Mueller-Hinton con sangre de borrego al 10%, suero fetal bovino al 10% (GIBCO 

BRL/Invitrogen), se colocaron 25 ml de este medio por caja petri estéril de 90 mm. 

Previamente se incubaron a 37ºC las cajas con agar Mueller-Hinton en la estufa con CO2 

al 10% durante 24 horas antes de usarlas para los ensayos de susceptibilidad.  

La biomasa bacteriana se resuspendió en medio líquido de Mueller-Hinton hasta 

una turbidez correspondiente a 3 en la escala de McFarland (�108 UFC/ml), 

inmediatamente se sembraron con hisopo estéril en tres direcciones sobre las cajas y se 

dejaron secar.  

Posteriormente se colocó una tira de E-test con el antibiótico a ensayar (142). Una 

vez que se obtuvieron los valores de susceptibilidad establecidos para la cepa de H. pylori 

ATCC 43504 amoxicilina (0,015-0,12 µg/ml), claritromicina (0,015-0,12 µg/ml) y 

metronidazol (64-256 µg/ml) (195), se procedió a realizar los ensayos de susceptibilidad. 

 

7.7 Pruebas de susceptibilidad. 

Las cajas con medio se prepararon de la misma forma que en el punto 7.6. Para 

realizar los ensayos de susceptibilidad de cada una de las cepas, se sembró una caja por 

cada uno de los antibióticos, además se utilizó una caja como control positivo sin 

antibióticos y una caja para cuentas viables a una dilución 10-6 para facilitar su conteo. 

Después de la incubación de 72 horas a 37ºC en una atmósfera con CO2 al 10%, se 
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observaron las placas y se valoró la zona de inhibición, de forma elíptica, alrededor de 

cada tira. La CMI (concentración mínima inhibitoria) se leyó directamente, observando en 

la tira graduada de E-test el punto más bajo de la elipse que presentó crecimiento. Las 

cepas se consideraron resistentes cuando la CMI para metronidazol fue �8 µg/ml, para 

claritromicina �1 µg/ml y para amoxicilina �4 µg/ml (93,101,178,246). 

 

7.8 Detección de mutaciones del gen del RNAr 23S. 

Para detectar mutaciones en la secuencia del gen del RNAr 23S (gene ID 898882, 

2975 pb) asociadas con la resistencia a claritormicina, se amplificó por PCR un fragmento 

de la región de la actividad peptidil-transferasa, en el dominio V del gen del RNAr 23S de 

1.142 kb (que corresponde al 38% del gen), a las cepas de H. pylori resistentes a 

claritromicina junto con la cepa de colección ATCC 43504 de H. pylori que se incluyó 

como control por ser susceptible a claritromicina. Se usaron los oligonucleótidos Hp5 (81) 

(81) y Hp2 (82) descritos en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Desoxioligonucleótidos para la amplificación de RNAr 16S, cagA, alelos s y m de vacA y 
RNAr 23S. 

 
 
Desoxi-  Gen  Posición Secuencia (5´- 3´)   Referencia 
oligonucleótido    en el gen 
(orientación)a    
 
Hp16(F)    RNAr 16S 219-240 GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC            (71) 

HpRFG(R) RNAr 16S 719-740 CAATCAGCGTCAGTAATGTTC            (71) 

HpcagF(F) cagA  1651-1677 GCTAAGCATGCTAATCTCGCTATCAC           (19) 

HpcagR(R) cagA  2376-2403 GCCTGATTGAGTCGACCAACTTTATCCG      (19) 

VA1Fb(F) vacA(s1) 797-817 ATGGAAATACAACAAACACAC             (19) 

VA1Rb(R) vacA(s1) 1037-1055 CTGCTTGAATGCGCCAAAC              (19) 

SS2Fb(F) vacA(s2) 371-391 ATGGAAATACAACAAACACAC             (19) 

VA1Ra(R) vacA(s2) 551-569 CTGCTTGAATGCGCCAAAC              (19) 

VA3F(F) vacA(m1)  2741-2759 GGTCAAAATGCGGTCATGG              (19) 

VA3R(R) vacA(m1) 3011-3030 CCATTGGTACCTGTAGAAAC              (19) 

VA4F(F) vacA(m2) 876-994 GGAGCCCCAGGAAACATTG              (19) 

VA4R(R) vacA(m2) 1309-1327 CATAACTAGCGCCTTGCAC              (19) 

Hp5(F)  RNAr 23S 1672-1693 GTCGTGCCAAGAAAAGCGTCT             (81) 

Hp2(R)  RNAr 23S 2811-2790 TGTGTGCTACCCAGCGATGCTC             (82) 
aLa orientación de cada desoxioligonucleótido es: F, sentido; R, antisentido. 
bLos productos amplificados se diferenciaron por el peso molecular. 
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 Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR para la amplificación: 1 ciclo de: 

desnaturalización a 94°C, 2 min; 30 ciclos de: desnaturalización 94°C, 45 seg, 

alineamiento 58°C, 30 seg y extensión 72°C, 1 min; 1 ciclo de: extensión final a 72°C, 7 

min (81). La reacción se realizó en un volumen final de 50 µl con: buffer XL 1X, 1.0 mM de 

Mg(OAc)2, 200 µM de mezcla de dNTP, 50 µM de cada desoxioligonucleótido, 2 unidades 

de Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer, Branchburg, NJ), DNA 50 ng, agua miliQ estéril 

para completar el volumen de 50 µl. Se utilizó como control negativo una reacción sin 

DNA. La amplificación se llevó a cabo en un equipo Gen Amp 2400 PCR system Perkin 

Elmer. Antes de la detección de las mutaciones los productos de PCR se analizaron y 

separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando buffer TAE1X, teñido 

con bromuro de etidio. 

Los productos de PCR se purificaron utilizando una columna QIAQuick (Qiagen Inc.), 

se cuantificaron y se evaluó su pureza por espectrofotometría (Absorbancia 260/280/320 

nm). Posteriormente se realizó la secuencia de los productos de PCR en ambas 

direcciones utilizando los desoxioligonucleótidos Hp5 y Hp2 empleando un estuche 

comerical basado en flouorescenciaTaq FS Dye Terminador cycle sequencing (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). El análisis de la secuencia se realizó con un analizador 

genético ABI377, usando el software de colección de datos 377-18 (Applied Biosystems). 

Se analizó la presencia de mutaciones mediante el alineamiento de la secuencia del gen 

del RNAr 23S de las cepas de colección ATCC 43504 y la 26695 de H. pylori utilizando el 

programa de análisis de secuencias Clustal W 1.83 (European Bioinformatics Institute) (6). 

Posteriormente se realizó el alineamiento de las secuencias de las cepas resistentes a 

claritromicina y la cepa de colección ATCC 43504 empleando el mismo programa. 

 

7.9 Caracterización molecular de los aislamientos clínicos de 

Helicobacter pylori. 

Se llevo a cabo la caracterización de los genes RNAr 16S, vacA y cagA por PCR, 

así como la genotipificación se realizó mediante la técnica de RAPD. 

 

7.9.1 Gen del RNAr 16S. 

En todos los asilamientos se realizó la amplificación por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) de la porción inicial del gen del RNAr 16S (especie específico, gene ID 

899682), utilizando los desoxioligonucleótidos Hp 16 y HpRFG (71) descritos en la Tabla 5, 
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el tamaño del fragmento amplificado fue de 518 pb, que corresponde al 34.5% de la 

secuencia del gen. Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR para la amplificación: 

1 ciclo de: desnaturalización a 94°C, 5 min; 30 ciclos de: desnaturalización 94°C, 30 seg, 

alineamiento 55°C, 30 seg y extensión 72,°C 30 seg; 1 ciclo de: extensión final a 72°C, 7 

min. La reacción se hizo en un volumen final de 50 µl con: buffer para PCR 1X, 2.5 mM de 

MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 mM de cada oligo, DNA 100 ng, 5 unidades de enzima 

Taq DNA polimerasa recombinante (GIBCO), agua miliQ estéril para completar el volumen 

de 50 µl. Se utilizó como control negativo una reacción sin DNA. La amplificación se 

realizó en un equipo Gen Amp 2400 PCR System Perkin Elmer y las muestras se 

analizaron y separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando buffer TAE 

1X, teñidos con bromuro de etidio.  

 

7.9.2 Caracterización de los alelos s/m del gen vacA. 

Del gen vacA se amplificaron por PCR: el alelo: s1 desoxioligonucleótidos VA1F y 

VA1R y el  s2 con los desoxioligonucleótidos SS2F y VA1R el tamaño de los fragmentos 

amplificados fue de 259 pb y 199 pb respectivamente; con los desoxioligonucleótidos 

VA3F y VA3R el alelo m1 el tamaño del fragmento amplificado fue de 290 pb, con los 

desoxioligonucleótidos VA4F y VA4R se amplificó el alelo m2 con 352 pb (19) los 

desoxioligonucelótidos se describen en la Tabla 5. Se utilizaron las siguientes condiciones 

de PCR para la amplificación: 1 ciclo de: desnaturalización a 94°C, 2 min; 35 ciclos de: 

desnaturalización 94°C, 1 min, alineamiento 52°C, 1 min y extensión 72°C, 1 min; 1 ciclo 

de: extensión final a 72°C, 10 min (19). La reacción se realizó en un volumen final de 50 µl 

con buffer para PCR 1X, 1.0 mM de MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.1 mM de cada 

desoxioligonucleótido, DNA 100 ng, 2.5 unidades de enzima Taq DNA polimerasa 

recombinante (GIBCO), agua miliQ estéril para completar el volumen de 50 µl. Se utilizó 

como control negativo una reacción con agua sin DNA y se analizaron y separaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando buffer TAE 1X, teñidos con bromuro 

de etidio. 

 

7.9.3 Detección de cagA. 

Para detectar la presencia del gen cagA se utilizaron los desoxioligonucleótidos 

HpcagF y HpcagR descritos en la Tabla 5. El tamaño del fragmento amplificado fue de 

753 pb que corresponde al 21% del gen (19). Se utilizaron las siguientes condiciones de 

PCR para la amplificación: 1 ciclo de: desnaturalización a 94°C, 5 min; 39 ciclos de: 
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desnaturalización 94°C, 30 seg, alineamiento 55°C, 30 seg y extensión 72°C, 30 seg; 1 

ciclo de: extensión final a 72°C, 7 min. La reacción se hizo en un volumen final de 50 µl 

con buffer para PCR 1X, 2.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 mM de cada 

desoxioligonucleótido, DNA 100 ng, 5 unidades de enzima Taq DNA polimerasa 

recombinante (GIBCO), agua miliQ estéril para completar el volumen de 50 µl. Se utilizó 

como control negativo una reacción con agua sin DNA. Las muestras se observaron en 

gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio, utilizando buffer TAE 1X. 

 

7.9.4 Cultivo de células HeLa. 

Las células HeLa se mantuvieron en medio DMEM (GIBCO) suplementado con 

10% de suero fetal bovino (GIBCO), 200 IU/ml de penicilina y 50 µg/ml estreptomicina, en 

botellas para cultivo, se incubaron a 37°C en 5% de CO2. Los cultivos se hicieron en 

frascos de 25 cm2 y cuando las células formaron monocapas a confluencia fueron lavadas 

con PBS 1X y EDTA 0.033%, enseguida se despegaron de la botella utilizando una 

solución de tripsina. 

 

7.9.5 Ensayos de citotoxicidad. 

Se colocaron 150 µl de las células HeLa mantenidas en cultivo, en un tubo 

eppendorf estéril, se agregaron 150 µl de azul de tripano y se mezclaron. Se tomaron 10 

µl de esta mezcla y se colocaron en la cámara de Neubauer, para contar el número de 

células para el ensayo. 

Para realizar los ensayos de citotoxicidad de H. pylori, se crecieron las células 

HeLa (7 x 103 células/pozo) a confluencia en placas de 96 pozos con medio DMEM 

suplementado, se dejaron incubando a 37°C en una atmósfera de 5% CO2, 95% de aire, 

durante 24 horas. 

Se colocaron 100 µl de medio DMEM suplementado y NH4Cl 0.01M en cada uno 

de los 96 pozos de una placa estéril, posteriormente en la hilera B de los pozos 2 al 11, se 

añadieron 140 µl de la misma solución.  

Los sobrenadantes de las bacterias se concentraron 12 veces y se utilizaron para 

los ensayos de citotoxicidad. En la hilera B de los pozos 2 al 11 se agregaron 10 µl de los 

sobrenadantes, se mezcló bien con cuidado de no formar burbujas. Con la micropipeta 

multicanal se tomaron 125 µl de la hilera B de los carriles 2 al 11 y se fueron diluyendo 

pasando 125 µl cada vez a las siguientes hileras de la C a la H, hasta obtener una dilución 
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1:640. 

A las células HeLa de las placas de 96 pozos, se les tiro el medio de cultivo. 

Después se tomaron con la micropipeta multicanal 100 µl de la mezcla de la placa anterior 

y se pasaron suavemente sobre las paredes a los pozos de la caja con células HeLa, 

teniendo cuidado de pasarlas en el mismo orden que estaban en la caja anterior.  

Las células HeLa con el medio DMEM suplementado más NH4Cl sirvieron como 

control negativo. Después de incubación por 24 horas, se observaron las células, en 

microscopio invertido (Zeiss Axiovert 25). Los pozos donde se observó la vacuolización de 

las células se registraron como que presentaban un efecto citotóxico.  

 

7.9.6 RAPD. 

Se utilizó la técnica de RAPD para tipificar los aislamientos clínicos de H. pylori. La 

amplificación por PCR azarosa se realizó en reacciones separadas para los siguientes 

desoxioligonucleótidos arbitrarios 1247 (5´- AGAGCCCGT- 3´), 1281 (5´-AACGCGCAAC- 

3´) y 1254 (5´- CCGCAGCCAA- 3´) (9,30). Las condiciones de amplificación fueron: 2 

ciclos de: desnaturalización a 94°C, 5 min; amplificación a 36°C, 5 min y extensión a 72°C, 

5 min; 30 ciclos de: desnaturalización a 94°C, 1 min, amplifcación a 36°C, durante 1 min, 

extensión a 72°C, 2 min; 1 ciclo final de: extensión a 72°C, 10 min. Se utilizaron buffer 1X, 

2 mM de MgCl2, 0.1 mM de cada dNTP, 0.1 mM del desoxioligonucleótido 1247, 0.1 mM 

del desoxioligonucleótido 1281, 0.1 mM del desoxioligonucleótido 1254, DNA 20 ng, 1.5 

unidades de enzima Taq DNA polimerasa recombinante (GIBCO), agua miliQ estéril para 

completar el volumen de 50 µl. Se utilizó como control negativo una reacción sin DNA. La 

amplificación se realizó en un equipo Gen Amp 2400 PCR system Perkin Elmer. Las 

muestras se analizaron y separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, teñidos 

con bromuro de etidio, utilizando buffer TAE 1X para la corrida. 

 

7.9.6.1 Método UPGMA. 

Los fenotipos de los RAPD se definieron como 1 presencia y 0 ausencia de 

bandas de DNA homólogas y se utilizaron para el análisis de grupos. La matriz de 

similitud se construyó basándose en el coefficiente Dice utilizando el paquete de software 

para PC NTSYS versión 2.02j (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System). 

Sobre la matriz obtenida se aplicó un análisis de agrupamiento o análisis de cluster 

utilizando el método de agrupamiento UPGMA cuya finalidad es sintetizar la información 
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de todas las muestras; mediante la opción SAHN CLUSTERING del paquete NTSYSpc, 

con la opción TREE DISPLAY fueron generándose los dendogramas.  

 

7.10 Análisis Estadístico. 

Para realizar comparaciones, los pacientes se subagruparon de la siguiente 

manera: pacientes con gastritis crónica activa con o sin folículos linfoides, pacientes con 

metaplasia intestinal y cáncer gástrico. El análisis estadístico se realizó utilizando el 

software Stata 7.0 para windows.Las prevalencias del gen cagA, los alelos de vacA y la 

resistencia a metronidazol, entre los grupos con diagnósticos específicos, se compararon 

con la prueba de distribución de χ2. La significancia estadística se estableció en p < 0.05. 

 

8 Resultados. 

8.1 Características de los pacientes. 

El estudio inició con 180 pacientes que asistieron a los servicios de 

gastroenterología del Instituto Nacional de Cancerología en la ciudad de México durante 

1997, 2000 y 2001 (Fig. 20). De estos, sólo el 65.5% de los pacientes (118/180) fueron 

positivos a la infección con H. pylori por histología y únicamente en el 41.5% (49/118) se 

pudo aislar la bacteria. De los 49 pacientes, 17 se colectaron en 1997, 14 en 2000 y 18 en 

2001. Los pacientes (17 hombres y 32 mujeres) con edades que fluctuaron entre los 26 y 

87 años, tuvieron un promedio de edad de 52.6 ± 15.9 años.  

Los diagnósticos histopatológicos de estos pacientes fueron: siete con cáncer 

gástrico (CG), uno de estos con linfoma gástrico primario, cinco con adenocarcinoma tipo 

difuso y otro con adenocarcinoma tipo intestinal; siete con metaplasia intestinal (MI); 23 

pacientes tuvieron gastritis crónica activa folicular (GCAF) de éstos nueve pacientes 

tuvieron además MI; siete con gastritis crónica activa (GCA); tres de los pacientes no 

pudieron agruparse debido a que en un paciente no se obtuvo suficiente muestra para 

poder hacer el diagnósitco, otro paciente desarrollo cáncer de mama y el último no tenía 

registro. Se estudiaron las 49 cepas obtenidas de los pacientes, sin embargo, para el 

análisis se eliminaron las 3 provenientes de los pacientes que no pudieron agruparse. La 

distribución por género mostró que el 67.4% de los pacientes fueron mujeres y el 32.6% 

hombres. La mayoría de los pacientes con diagnóstico de cáncer gástrico fueron mujeres 

(6/7).  
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Figura 20. Población en estudio. 

 

 

Las características de los 46 pacientes se muestran en la Tabla 6. 

 
Tabla 6. Características de los pacientes clasificados de acuerdo al padecimiento 

 

   GCA GCAF MI CG 

   n=7 n=23 n=9 n=7 

          

     	  50.7 50 52.4 60.5 Edad 

(años) Min-max 27-74 27-78 26-76 37-87 

          

Hombre 1 7 3 1 
Género 

Mujer 6 16 6 6 
GCA= Gatritis Crónica Activa 
GCAF= Gastritis Crónica Activa Folicular 
MI= Metaplasia Intestinal 

   CG= Cáncer Gástrico 
 

8.2 Estandarización pruebas de susceptibilidad. 

En todos los ensayos se utilizó la cepa de colección ATCC 43504 de H. pylori. Bajo 

las condiciones estandarizadas en este estudio, los ensayos de viabilidad produjeron ≥108 

UFC/ml de células viables a la densidad de McFarland No. 3. Se realizaron las pruebas de 

susceptibilidad, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante mediante el método de 

difusión con tiras de E-test a los antibióticos metronidazol, claritromicina y amoxicilina. Los 

valores de los CMI fueron: amoxicilina 0.015 µg/ml, claritromicina 0.015 µg/ml y 

metronidazol 64 µg/ml los cuáles se encuentran dentro del rango establecido por la 

1. Gastritis Crónica Activa 
2. Gastritis Crónica Activa Folicular 
3. Metaplasia Intestinal 
4. Cáncer Gástrico 

  
49 

Positivos 
por Cultivo 

118 
Positivos 

por 
Histología 

 
180 

Pacientes 

62 69 
 

I.N.C. 

 Diagnósticos 
 7 G.C.A.  
23 G.C.A.F.  
 9 M.I. 
 7 C.G. 
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NCCLS (195). 

 

8.3 Pruebas de susceptibilidad. 

Una vez que se estandarizaron las pruebas de susceptibilidad, se procedió a 

realizar los ensayos de susceptibilidad con las cepas. La Tabla 7 muestra el rango de las 

CMI obtenidas, así como los valores de CMI50 y CMI90 y el porcentaje de cepas resistentes 

encontradas en los 49 aislamientos. Los valores de CMI50 y CMI90 se definen como la 

concentración de antibiótico a la cual el 50% y el 90% respectivamente, de los 

aislamientos son inhibidos. 

 

 

Tabla 7. Susceptiblidad antimicrobiana de los 49 aislamientos clínicos de H. pylori. 

CMI50 CMI90 Rango (µg/mL)

Metronidazol >256 >256 <0.015 - >256 57

Claritromicina <0.015 0.06 <0.015 - >256 4

Amoxicilina <0.015 0.015 <0.015 - >256 0

Antibiótico CMIµg/mL %    
Resistencia

 
 

El 100% de las cepas fue sensible a amoxicilina siendo el antibiótico más activo 

con un 63% de cepas con CMI menor de 0.015 µg/ml. El 57% (28/49) de las cepas de H. 

pylori fueron resistentes a metronidazol, de estas cepas el 92.8% (26/28) tuvieron CMI 

>256 µg/ml. La resistencia a metronidazol fue mayor en las mujeres 61% (19/31) que en 

los hombres 53% (8/15). La resistencia a metronidazol por año fluctuó del 35% en 1997, 

54% en 2000 a 74% en 2001, como se muestra en la Figura 21. La claritromicina fue muy 

activa 57% de las cepas presentaron CMI menor de 0.015 µg/ml.  Sólo el 4% de las 49 

cepas  fueron resistentes a claritromicina (CMI >256 µg/ml) y a metronidazol (CMI >256 

µg/ml). 
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Figura 21. Incremento en la prevalencia de la resistencia a metronidazol y claritromicina de 

H. pylori en el hospital de Cancerología de Mexico por año. Datos presentados como porcentaje de 
cepas que fueron resistentes. 1997, n= 17 cepas, 2000 n= 14 cepas, 2001 n= 18 cepas. La 
resistencia a amoxicilina fue del 0% en todas las cepas durante cada año del estudio. 

 

8.3.1 Detección de mutaciones en el gen RNAr 23S. 

Se comparó la secuencia nucleotídica de la región de la actividad peptidil-

transferasa, en el dominio V del gen del RNAr 23S, obtenida de la cepa control de 

colección ATCC de H. pylori 43504 empleada en las pruebas de susceptibilidad que es 

sensible a claritromicina, con la secuencia reportada de la cepa 26695 (gene ID 898882) 

de la cual se tiene secuenciado su genoma y no se identificaron mutaciones en esa región 

del gen RNAr 23S (datos no mostrados). Posteriormente se realizó un alineamiento de la 

secuencia del gen 23S RNAr de la cepa control ATCC 43504 con el de las cepas 

resistentes a claritromicina (Fig. 22). Identificamos que la cepa 2144 presentó una 

mutación puntual de A2142G y la cepa 2026 dos mutaciones puntuales A2143G y 

T2182C. 
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Oligonucleótido HP5 

43504 GTCGTGCCAAGAAAAGTCTCTAAGCATATCCATAGTCGTCCGTACCGCAAACCGACACAGGTAGATGAGATGAGTAT 77 
2026  GTCGTGCCAAGAAAAGTCTCTAAGCATATCCATAGTCGTCCGTACCGCAAACCGACACAGGTAGATGAGATGAGTAT 77 
2144  GTCGTGCCAAGAAAAGTCTCTAAGCATATCCATAGTCGTCCGTACCGCAAACCGACACAGGTAGATGAGATGAGTAT 77 
      ***************************************************************************** 
 

43504 TCTAAGGCGCGTGAAAGAACTCTGGTTAAGGAACTCTGCAAACTAGCACCGTAAGTTCGCGATAAGGTGTGCCACAG 154 
2026  TCTAAGGCGCGTGAAAGAACTCTGGTTAAGGAACTCTGCAAACTAGCACCGTAAGTTCGCGATAAGGTGTGCCACAG 154 
2144  TCTAAGGCGCGTGAAAGAACTCTGGTTAAGGAACTCTGCAAACTAGCACCGTAAGTTCGCGATAAGGTGTGCCACAG 154 
      ***************************************************************************** 
 

43504 CGATGTGGTCTCAGCAAAGAGTCCCTCCCGACTGTTTACCAAAAACACAGCACTTTGCCAACTCGTAAGAGGAAGTA 231 
2026  CGATGTGGTCTCAGCAAAGAGTCCCTCCCGACTGTTTACCAAAAACACAGCACTTTGCCAACTCGTAAGAGGAAGTA 231 
2144  CGATGTGGTCTCAGCAAAGAGTCCCTCCCGACTGTTTACCAAAAACACAGCACTTTGCCAACTCGTAAGAGGAAGTA 231 
      ***************************************************************************** 
 

43504 TAAGGTGTGACGCCTGCCCGGTGCTCGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTCGCAAGATGAAGCGTTGAATTGAAGCCC 308 
2026  TAAGGTGTGACGCCTGCCCGGTGCTCGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTCGCAAGATGAAGCGTTGAATTGAAGCCC 308 
2144  TAAGGTGTGACGCCTGCCCGGTGCTCGAAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTCGCAAGATGAAGCGTTGAATTGAAGCCC 308 
      ***************************************************************************** 
 

43504 GAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAAATACCGACCTGCATGAAT 385 
2026  GAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAAATACCGACCTGCATGAAT 385 
2144  GAGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGTTAAATACCGACCTGCATGAAT 385 
      ***************************************************************************** 
 

43504 GGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCG 462 
2026  GGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCG 462 
2144  GGCGTAACGAGATGGGAGCTGTCTCAACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCG 462 
      ***************************************************************************** 
 

43504 GCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGG 539 
2026  GCAAGACGGAGAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAACGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGG 539 
2144  GCAAGACGGGAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGG 539 
      *********  ************************************** ***************************  
 

43504 AGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAGATACCACCCTTGCATGTTTCTGTTAGCTAACT 616 
2026  AGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAGATACCACCCTTGCATGTTTCTGTTAGCTAACT 616 
2144  AGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAGATACCACCCTTGCATGTTTCTGTTAGCTAACT 616 
      ***************************************************************************** 
 

43504 GGCCTGTGTTATCCACAGGCAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGA 693 
2026  GGCCTGTGTTATCCACAGGCAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGA 693 
2144  GGCCTGTGTTATCCACAGGCAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGA 693 
      ***************************************************************************** 
 

43504 GGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAATCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCCAGCCTGACTGTAAGAC 770 
2026  GGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAATCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCCAGCCTGACTGTAAGAC 770 
2144  GGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAATCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCCAGCCTGACTGTAAGAC 770 
      ***************************************************************************** 
 

43504 ATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGAAGGGCCATCGCTCAAAGGATA 847 
2026  ATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGAAGGGCCATCGCTCAAAGGATA 847 
2144  ATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGAAGGGCCATCGCTCAAAGGATA 847 
      ***************************************************************************** 
 

43504 AAAGGTACCCCGGGGATAACAGGCTGATCTCCCCCAAGAGCTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGG 924 
2026  AAAGGTACCCCGGGGATAACAGGCTGATCTCCCCCAAGAGCTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGG 924 
2144  AAAGGTACCCCGGGGATAACAGGCTGATCTCCCCCAAGAGCTCACATCGACGGGGAGGTTTGGCACCTCGATGTCGG 924 
      ***************************************************************************** 
 

43504 CTCATCGCATCCTGGGGCTGGAGCAGGTCCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGCGGTACGCGAGCTGGGTTC 1001 
2026  CTCATCGCATCCTGGGGCTGGAGCAGGTCCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGCGGTACGCGAGCTGGGTTC 1001 
2144  CTCATCGCATCCTGGGGCTGGAGCAGGTCCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGCGGTACGCGAGCTGGGTTC 1001 
      ***************************************************************************** 
 

43504 AGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTAGGAAAGTTGAGGAGAGCTGTCCCTAGTACGAGAG 1078 
2026  AGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTAGGAAAGTTGAGGAGAGCTGTCCCTAGTACGAGAG 1078 
2144  AGAACGTCGTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTAGGAAAGTTGAGGAGAGCTGTCCCTAGTACGAGAG 1078 
      ***************************************************************************** 
     Oligonucleótido HP1 
43504 GACCGGGATGGACGTGTCACTGGTGCACCAGTTGTTCTGCCAAGAGCATCGCTGGGTAGCTACACA 1144 
2026  GACCGGGATGGACGTGTCACTGGTGCACCAGTTGTTCTGCCAAGAGCATCGCTGGGTAGCTACACA 1144 
2144  GACCGGGATGGACGTGTCACTGGTGCACCAGTTGTTCTGCCAAGAGCATCGCTGGGTAGCTACACA 1144 
      ****************************************************************** 

Figura 22. Alineamiento por Clustal W de un fragmento de la secuencia de la región de la actividad 
peptidil-transferasa, en el dominio V del gen RNAr 23S de la cepa de colección ATCC 43504 y de 
las cepas 2026 y 2144 aisladas de los pacientes. Las mutaciones aparecen con negrillas con fondo 
azul y con fondo morado los desoxioligonucleótidos empleados. 
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8.4 Caracterización molecular de los aislamientos clínicos de H. 

pylori. 

Se realizó la caracerización molecular de las 49 cepas de H. pylori, sin embargo 

para el análisis únicamente se consideraron las 46 cepas provenientes de los pacientes 

con diagnóstico clínico.  

 

8.4.1 Detección de H. pylori por amplificación por PCR del gen RNAr 16S. 

Para corroborar la identidad de los aislamientos de Helicobacter pylori se realizó el 

ensayo de amplificación por PCR de un fragmento del gen del RNAr 16S, utilizando un 

par de desoxioligonucleótidos especie específicos, identificándose un fragmento de 522 

pares de bases que correspondió con el tamaño esperado.  

 

8.4.2 Identificación de los alelos de vacA. 

El gen vacA se detectó en todos los aislamientos de H. pylori. El genotipo más 

frecuente fue el s1/m1 con un 69.53% (32/46), seguido del s2/m2 con un 15.2% (7/46) y el 

s1/m2 con un 15.2% (7/46). No se demostró efecto citotóxico en las cepas s2/m2, 

mientras que el 96.8% (31/32) de las cepas s1/m1 fueron citotóxicas.  

 

8.4.3 Detección del gen cagA. 

El 76% de las cepas resultaron con genotipo cagA+ (35/46), de estas el 82.8% 

(29/35) fueron citotóxicas. De las 11 cepas cagA– analizadas 6 (54.5%) no presentaron el 

fenotipo de citotoxicidad. 

 

8.4.4 Correlación entre cagA y vacA y la citotoxicidad. 

La presencia del gen cagA correlacionó con la presencia del gen vacA (p = 0.004) 

(Tabla 8). El gen cagA se detectó en 28 de 32 (87.5%) cepas de H. pylori que presentaron 

el genotipo vacA s1m1, en 5 de 7 (71.4%) cepas con el genotipo s1m2 y en 2 de 7 

(28.5%) cepas con el genotipo s2m2. De las 46 cepas de H. pylori anlizadas, los 

sobrenadantes de 34 (74%) indujeron vacuolización en células HeLa. El 45.5% (5/11) de 
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las cepas que fueron negativas al gen cagA, presentaron el genotipo vacA s2m2 y no 

tuvieron actividad vacuolizante.  

El 97% (31/32) de las cepas con el genotipo s1m1 y el 43% (3/7) con el genotipo 

s1m2 fueron Tox+. En contraste, ninguna de las 7 cepas con el genotipo s2m2 indujeron 

vacuolización en células HeLa.   

 
Tabla 8. Relación entre los alelos del gen vacA, el gen cagA y la citotoxicidad en las 46 cepas de H. 

pylori. 

 

Genotipo cagA 

vacA cagA+ cagA� 

Cito-

toxicidad 

n=46 n=35 n=11 n=34 

s1m1 28 4 31 

s1m2 5 2 3 

s2m2 2 5 0 

 
 

De las 46 cepas, 29 (63%) que presentaron el fenotipo Tox+ resultaron con el 

genotipo cagA+, se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la 

citotoxicidad y la presencia del gen cagA (p = 0.014). 

 

8.4.4.1 Análisis de los genes cagA, vacA y su correlación con el padecimiento. 

La presencia de los genes cagA (p =0.003) y vacA (p <0.001), correlacionaron con 

la severidad del padecimiento, ya que las 11 cepas cagA– se encontraron presentes 

únicamente en los pacientes con gastritis crónica activa y gastritis crónica activa folicular; 

y el genotipo vacA s2m2 no se encontró en los pacientes con metaplasia intestinal y 

cáncer gástrico. La infección con cepas tipo s1 se encontró en el 96% (22/23) de los 

pacientes con gastritis crónica activa folicular, en el 100% con cáncer gástrico y 

metaplasia intestinal, en comparación con el 14% (1/7) con gastritis crónica activa.  Se 

observó una alta correlación entre el genotipo s1/m1 y el cáncer gástrico, y entre 

metaplasia intestinal y gastritis crónica activa folicular (p <0.001). En pacientes con cáncer 

gástrico la prevalencia del genotipo s1/m1 fue del 100% (7/7), en metaplasia intestinal del 

77% (7/9) y en gastritis crónica activa folicular del 78% (18/23). El genotipo s2/m2 

presentó una prevalencia del 85.7% (6/7) en pacientes con gastritis crónica activa y del 

4.3% (1/23) con gastritis crónica activa folicular (Tabla 9). La prevalencia del gen cagA en 
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los pacientes con cáncer gástrico y metaplasia intestinal fue del 100%. En los pacientes 

con gastritis crónica activa folicular la prevalencia fue del 73.9% (17/23) y en los pacientes 

con gastritis crónica activa de 28.5% (2/7) (Tabla 9). El genotipo combinado vacA s1m1 

cagA+ se encontró predominantemente en los pacientes con cáncer gástrico (100%) en 

comparación con los pacientes con metaplasia intestinal (77.7%) y los pacientes con 

gastritis crónica activa folicular (60.8%) y no se presentó en ninguno de los pacientes con 

gastritis crónica activa. La prevalencia de las cepas cagA– con el genotipo vacA s2m2 fue 

71.4% (5/7) en pacientes con gastritis crónica activa y con el genotipo s1m2 fue 4.3% 

(1/23) con gastritis crónica activa folicular. 

 
Tabla 9. Genotipos vacA/cagA, citotoxicidad, resistencia a metronidazol y enfermedades 

gástricas. 
 

vacA 

Enfermedades      

Gástricas                

n=46a 

s2/m2      

n=7 

s1/m2      

n=7 

s1/m1      

n=32 

Cito-

toxicidad            

n=34 

cagA+      

n=35 

Resistente  

Metronidazol     

n=27 

Cáncer 

Gástrico             

n=7 

0 0 7 6 7 2 

Metaplasia 

Intestinal                 

n= 9 

0 2 7 8 9 6 

Gastritis 

Crónica Activa 

Folicular                        

n=23 

1 4 18 20 17 14 

Gastritis 

Crónica Activa                        

n=7 

6 1 0 0 2 5 

aTres  pacientes sin clasificar no se incluyeron.  

 

8.4.4.2 cagA y vacA y su correlación con la susceptibilidad. 

Considerando que el metronidazol fue el único antibiótico que mostró elevados 

valores de resistencia entre las cepas estudiadas, se investigó la potencial asociación 
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entre los alelos de vacA, cagA y la resistencia a metronidazol. No se encontró una 

relación estadísticamente significativa entre los alelos de vacA s/m y la resistencia a este 

antibiótico, el 81% (22/27) de las cepas resistentes a metronidazol presentaron el alelo 

vacA s1. La distribución de la resistencia a metronidazol de las cepas estudiadas, para el 

alelo de la región media fue la misma para el alelo m1, mientras que la proporción del 

alelo m2  fue del 21% de susceptibles versus 79% de resistentes. La asociación entre 

cagA y la resistencia a metronidazol estuvo en el límite de significancia (p=0.074). 

Se encontró una prevalencia del 82% (9/11) de cepas resistentes a metronidazol 

entre las cepas cagA– (Tabla 10). Mientras que en las cepas cagA+, la frecuencia de 

susceptibles y resistentes fue esencialmente la misma, 17 y 18 respectivamente (Tabla 

10). De las 5 cepas cagA–/vacA s2m2 provenientes de pacientes con gastritis crónica 

activa, 3 fueron resistentes a metronidazol y 2 susceptibles. 

 

Tabla 10. Distribución de H. pylori por genotipo y patrón de susceptibilidad a metronidazol 

 

Genotipo 
MtzS     

n=19 

MtzR                  

n=27 

cagA+/vacA s1m1 16 12 

cagA+/vacA s1m2 1 4 

cagA+/vacA s2m2 0 2 

      

cagA–/vacA s1m1 0 4 

cagA–/vacA s1m2 0 2 

cagA–/vacA s2m2 2 3 

      
MtzS= Susceptible a Metronidazol.  
MtzR= Resistente a Metronidazol. 
 

8.4.5 Actividad citotóxica en células HeLa. 

El efecto citotóxico observado en las monocapas de las células HeLa fue la 

vacuolización intracelular. De las 46 cepas de H. pylori analizadas, 34 cepas (74%) 

produjeron una citotoxina vacuolizante (Tox+). La mayor parte de la vacuolización se 

detectó de 6 a 24 h después de agregar el sobrenadante de las bacterias. El porcentaje 

más alto de cepas citotóxicas se encontró en los pacientes con GCAF (87%). En seis de 

siete pacientes (86%) con CG se encontraron cepas citotóxicas. Las diferencias entre la 
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producción de citotoxina y el padecimiento no fueron estadísticamente significativas.  

El 97% (31/32) de las cepas con el genotipo vacA s1m1 y el 43% (3/7) con el 

genotipo s1/m2 indujeron vacuolización en células HeLa, mientras que las cepas s2m2 no. 

El 87% (34/39) de las cepas con el genotipo vacA s1 se encontraron más frecuentemente 

asociadas con vacuolización, que aquellas con el genotipo s2 (0/7). 

El 83% (29/35) de las cepas cagA+ y el 45% de (5/11) cepas cagA–, produjeron 

vacuolización en células HeLa (p=0.01). 

 

8.4.6 RAPD. 

La técnica de RAPD-PCR nos proporciona perfiles cepa-específicos con base en 

la presencia de secuencias específicas que varían dentro del genoma bacteriano. Se 

examinaron las 49 cepas de H. pylori utilizando tres desoxioligonucleótidos, dos de estos 

(1254 y 1281) generaron patrones de los 49 asilamientos no relacionados. El 

desoxioligonucleótido 1247 generó patrones únicamente en el 81% (40 de 49) de los 

aislamientos. Se obtuvieron diferentes patrones de RAPD con los tres 

desoxioligonucleótidos utilizados, mostrando que cada cepa tiene un patrón único, con 

una gran heterogeneidad entre las cepas aisladas de los pacientes (Fig. 22 a).  

 

8.4.6.1 Método UPGMA. 

La relación genética entre las cepas se examinó por análisis de grupos UPGMA, 

como se muestra en la Figura 22b. 

El coeficiente de correlación cofenética fue de 0.66, mostrando una baja 

correlación entre las cepas estudiadas después de realizar 1000 permutaciones al azar 

con el procedimiento Mxcomp del programa NTSYSpc. 
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Fig. 22 a) Perfiles de RAPD obtenidos en la amplificación de las cepas analizadas utilizando el 
desoxioligonucleótido 1281. El número de las cepas aparece en la parte superior del gel. Marcador 
de peso molecular P.M. 1kb DNA Ladder (GIBCO, BRL). b) Dendograma de los RAPD 
(desoxioligonucleótido 1281) de las cepas estudiadas basándose en el método de agrupamiento 
UPGMA en base al coeficiente de similitud Dice. El número de las cepas aparece adyacente al 
dendograma.  
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9 Discusión. 

La erradicación de H. pylori es el mejor tratamiento inicial de varias enfermedades 

gástricas graves. Sin embargo, la resistencia de H. pylori a los principales antibióticos 

utilizados en nuestro país es una preocupación de particular importancia debido a que 

esto puede ocasionar la falla en la erradicación de la infección. El análisis de la resistencia 

de H. pylori a los tres principales antimicrobianos más utilizados en nuestro país 

(metronidazol, claritromicina y amoxicilina) mostró que la resistencia a metronidazol 

incrementó de 35% en 1997 a 74% en 2001, mientras que la resistencia a claritromicina 

incrementó ligeramente en el mismo período, la resistencia a amoxicilina fue nula. Similar 

a lo reportado en otros países con características similares al nuestro. Llama la atención, 

que la prevalencia de la resistencia a metronidazol que nosotros encontramos en las 

cepas provenientes de pacientes del Hospital de Cancerología en la ciudad de México en 

1997 (35%) fue inferior a la reportada por Torres y colaboradores (80%) para ese mismo 

año (246). Por el contrario, Garza-Gonzalez y colaboradores reportan en 2002 una 

prevalencia de 37.1%, la cual es menor a la prevalencia que identificamos en el 2001 (86).  

La diferencia en los porcentajes de resistencia a metronidazol con respecto a otros 

estudios pudo deberse a diferentes causas, ya que en el estudio de Torres y 

colaboradores reclutaron 195 pacientes del Centro Médico Nacional del IMSS en la ciudad 

de México, el 68% con diagnóstico de dispepsia no ulcerosa y el 32% restante con úlcera 

péptica, de los cuales el 35% eran niños y el 65% adultos (246); el grupo de Garza-

González reclutó 62 adultos del Hospital de la Universidad Autónoma de Nuevo León  en 

Monterrey, de la población de estudio el 87% no presentaron úlcera y el 13% con úlcera 

péptica (86). Identificamos que los diagnósticos de los pacientes no son los mismos, no 

todos son adultos, proceden de diferentes hospitales, corresponden a distintos niveles 

socioeconómicos y provienen de diferentes regiones geográficas del país, lo que pudiera 

explicar las diferencias encontradas. Además ellos no incluyeron la cepa de H. pylori de 

referencia ATCC 43504, ni las pruebas de cuentas viables, cuando realizaron los ensayos 

de susceptibilidad, como control de calidad de los mismos, ya que los estándares de 

turbidez de McFarland no son lo suficientemente específicos y un estándar de McFarland 

no. 3 puede tener una variación de 5 x 106 UFC/ml a 1 x 109 UFC/ml que puede explicarse 

por diferencias en la proporción de bacterias viables en una suspensión y en el medio y 

técnicas de cultivo utilizadas (114). La resistencia a metronidazol varía mucho a nivel 

mundial. En países europeos los porcentajes son de aproximadamente el 30%, en África 

del 80% y en países sudamericanos oscilan del 30 al 80% (10). Mostrando que en los 
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países en vías de desarrollo la resistencia a metronidazol es muy alta. Esto 

probablemente se deba a que en estos últimos países, al igual que en el nuestro, los 

antibióticos se venden sin prescripción médica y, por lo tanto, no se hace un uso 

adecuado de los mismos, especialmente del metronidazol, que sigue siendo la principal 

opción en el tratamiento de las parasitosis por Entamoeba en México (36,73). En este 

estudio la resistencia a metronidazol fue mayor en las mujeres que en los hombres. No se 

conocen aún, las causas que originan la diferencia en la resistencia a metronidazol por 

género, se sugiere que puede deberse por su uso en el tratamiento de enfermedades 

ginecológicas (177,251). Esto puede explicar los elevados niveles de resistencia a 

metronidazol obtenidos en las cepas de H. pylori en nuestro país. Nuestro análisis indicó 

que la resistencia a metronidazol y claritromicina pudo surgir independientemente, ya que 

sólo el 4% de los aislamientos fueron resistentes a claritromicina. Aún cuando la 

prevalencia de la resistencia a claritromicina no fue muy alta, es importante considerar 

que existen reportes de un aumento en la resistencia a claritromicina en otros países 

además de la combinación de la resistencia a metronidazol y claritromicina en 

aislamientos clínicos de H. pylori (211). En este estudio al igual que el de Garza-González 

y col. (86) no se identificaron cepas resistentes a amoxicilina. Torres y col. (246) 

encontraron que el 18% de las cepas analizadas eran resistentes a amoxicilina, no 

obstante fue inestable en todos los casos. Existen diferentes posibles causas por las 

cuales en nuestro estudio no encontramos cepas resistentes a amoxicilina una de ellas 

puede ser que la resistencia a amoxicilina es difícil de mantener en subcultivos y tiende a 

desaparecer después del almacenamiento de las cepas a bajas temperaturas (59,60), 

además de que al parecer es necesaria una disminución en la permeabilidad de la 

membrana y alteraciones en la PBP para que las bacterias sean resistentes a este 

antibiótico (151) y otra posible explicación es que la amoxicilina se administra en el 

Hospital de Cancerología de la ciudad de México, a partir del año 2000. 

Sin embargo, es necesario considerar algunos aspectos técnicos al momento de 

realizar las pruebas de susceptibilidad a los antibióticos. La suspensión de la bacteria que 

se utilizará para realizar la prueba de E-test debe corresponder a 3 en la escala de 

turbidez de McFarland (�108 UFC/ml), debiéndose realizar ensayos de cuentas viables en 

cada determinación, para asegurar así el crecimiento y la correcta determinación. Además 

es importante considerar el realizar los ensayos de susceptibilidad a partir del primo 

aislamiento. 

En este estudio únicamente encontramos dos cepas resistentes a claritromicina con 

las mutaciones A2142G y A2143G/T2182C, nuestros resultados son similares a los 
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reportados en Bangladesh, Korea y Brasil (138,141,216). 

Actualmente en el Hospital de Cancerología de la secretaría de salud y en el Instituto 

Mexicano del Seguro Social en Cuernavaca, el tratamiento para erradicar la infección por 

H. pylori que se les administra a los pacientes es claritromicina, amoxicilina y omeprazol 

durante dos semanas. Mientras que en el Centro Médico Naval el tratamiento consiste en 

metronidazol, claritromicina, amoxicilina y lanzoprazol durante una semana (Pylopac). El 

incremento en la resistencia de Helicobacter pylori a los antibióticos destaca la 

importancia de continuar la búsqueda de nuevas medidas terapéuticas que aseguren un 

mejor cumplimiento del paciente con los tratamientos actuales. 

Además de la susceptibilidad antimicrobiana, los factores de virulencia pueden 

afectar la erradicación de H. pylori de la mucosa gástrica. El análisis de la prevalencia de 

los genotipos de vacA y cagA en las cepas mostró, al igual que en resultados previos de 

otros investigadores (262), que existe una fuerte asociación entre el genotipo cagA+/s1m1 

y el cáncer gástrico, metaplasia intestinal y gastritis crónica activa folicular, pero muy baja 

con gastritis crónica activa. Esta última esta relacionada con el genotipo s2m2 y con la 

ausencia de cagA. 

Nuestros resultados mostraron una asociación entre las cepas cagA– y la resistencia 

a metronidazol (Tabla 9). Una vez que una cepa que posee la isla de patogenicidad 

cagPAI entra en contacto directo con las células epiteliales ocurren una serie de eventos 

(225), como son la producción y secreción de  interleucina-8 (IL-8) (198), para lo cual se 

requiere que se expresen al menos 14 de los 27 genes presentes en la isla (198). Se ha 

sugerido que las cepas cagPAI cagA+ promueven un ambiente fisiológico con la secreción 

de IL- 8 y la inflamación de la mucosa gástrica, lo que permite un incremento en el flujo 

sanguíneo favoreciendo el aumento en la difusión del antibiótico (28,256), logrando 

alcanzar una concentración suficiente para eliminar la bacteria. En tanto que las cepas 

cagA–, que inducen menos inflamación, son expuestas a concentraciones subóptimas de 

metronidazol lo que favorece la selección de cepas resistentes (256), lo que coincide con 

los datos que nosotros obtuvimos donde el 82% de las cepas cagA– fueron resistentes, 

mientras que la resistencia a metronidazol entre las cepas cagA+ fue del 51% (Tabla 10). 

Se requieren realizar estudios con un tamaño de muestra mayor para poder determinar si 

el genotipo cagA puede ser utilizado como un marcador de la resistencia a metronidazol, 

ya que el valor de la asociación estuvo en el límite de la significancia (p = 0.074). 

Contrario a lo observado con los resultados del metronidazol, las cepas cagA+ son más 

susceptibles a claritromicina, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa. 
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Para este antibiótico se ha sugerido que las cepas cagA+ son más susceptibles porque la 

claritromicina es más efectiva para eliminar bacterias que se encuentran en la fase de 

crecimiento exponencial (28), como sería el caso de las cepas cagA+ que crecen más 

rápido que las cepas cagA– (28,32,255). También se observó que las cepas de H. pylori 

cagA+ y cagA–
� tienen in vitro susceptibilidades similares ya que la CMI con la que se 

inhibe el crecimiento del 90% de las cepas fue >256 µg/ml para los dos tipos de cepas. 

Al igual que en otros estudios, no identificamos una correlación estadísticamente 

significativa entre los subtipos de vacA y la resistencia a metronidazol y/o claritromicina 

(50,97,159), posiblemente por el tamaño de muestra, únicamente encontramos que las 

cepas resistentes presentaron una alta proporción del alelo vacA m2. Se cree que estos 

aislamientos producen menos inflamación en la mucosa del epitelio gástrico, lo cual 

puede contribuir a una disminución en el acceso del antibiótico evitando la erradicación de 

H. pylori (69). 

La presencia de cagA se asoció con la citotoxicidad en células HeLa, ya que el 83% 

de las cepas fueron cagA+ Tox+.  

A nivel molecular no existen bases que establezcan una asociación entre la 

resistencia y la presencia del genotipo cagA/vacA ya que estos genes no se encuentran 

físicamente o funcionalmente unidos en la organización del genoma (69). 

La presencia de cagA se encontró asociada con el genotipo vacA s1, los resultados 

concuerdan con reportes previos (254). Nuestro estudio muestra que el 63% (29/46)  de 

las cepas de H. pylori fueron positivas a la vacuolización y cagA+, por lo que pueden 

considerarse como cepas tipo I cagA+/vacA+. La prevalencia de la infección con cepas 

tipo I en pacientes con gastritis crónica activa folicular fue del 65.2% (15/23), mientras que 

en pacientes con metaplasia intestinal el 88.8% (8/9) y en aquellos con cáncer gástrico 

fue muy similar con un 85.7% (6/7). Las cepas tipo II (cagA–, vacA–) se encontraron en el 

57% (4/7) de los pacientes con gastritis crónica activa. 

La prevalencia de cagA+ fue similar en los pacientes con metaplasia intestinal (100%), 

cáncer gástrico (100%) y gastritis crónica activa folicular (74%), siendo menor en los 

pacientes con gastritis crónica activa (28.5%), lo que concuerda con los resultados de 

estudios previos que demostraron que las cepas de H. pylori cagA+ estaban asociadas 

con altos grados de inflamación gástrica (149) y con el desarrollo de gastritis atrófica, 

úlcera péptica y cáncer gástrico (26,205). 

Las cepas de H. pylori con el genotipo vacA s1 están asociadas con un aumento 

en el riesgo de desarrollar úlcera péptica y cáncer gástrico, lo que concuerda con nuestros 
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resultados, donde el genotipo prevalente fue el vacA s1m1 encontrándose en el 100% de 

los pacientes con cáncer gástrico, en el 78% de los pacientes con metaplasia intestinal y 

en el 78% de los pacientes con gastritis crónica activa folicular; Koheler y cols. 

encontraron datos similares en Alemania (146), en comparación con las cepas vacA s2 

que se encontraron en el 86% (6/7) de los pacientes con gastritis crónica activa y 

únicamente en el 4% (1/23) con gastritis crónica activa folicular. 

En el presente estudio, las cepas de H. pylori que presentaron el genotipo vacA 

s1m1 presentaron una alta actividad citotóxica, mientras que las cepas vacA s1m2 

tuvieron una producción moderada y las cepas vacA s2m2 no mostraron actividad 

citotóxica, resultados similares fueron reportados por el grupo de Atherton y cols. (19).  

Utilizamos el método de RAPD debido a que se requiere menor cantidad de DNA 

por ensayo (20 ng), lo que facilita su realización, además que se economiza en medios y 

reactivos ya que H. pylori es una bacteria considerada como fastidiosa de lento 

crecimiento. Existen otros procedimientos para genotipificación como el RFLP-PCR del 

gen ureC (glmM) que se pudieron haber realizado, y que fueron las limitantes en nuestro 

caso, entre otras las condiciones económicas. Los análisis de RAPD demostraron un alto 

nivel de diversidad genética entre las cepas, no fue posible visualizar grupos definidos en 

el dendograma, lo que concuerda con el valor de correlación cofenética de 0.63. En 

estudios previos utilizando esta técnica han encontrado que H. pylori es genéticamene 

heterogéneo, con variación entre paciente y paciente (9). 

Helicobacter pylori tiene una gran diversidad genómica (95) la que puede reflejar un 

proceso de acumulación persistente de mutaciones en cepas individuales como resultado 

de mutaciones espontáneas o transferencia horizontal e incorporación de DNA homólogo 

(H. pylori) o heterólogo. La acumulación persistente de mutaciones, principalmente en los 

genes de los factores de virulencia provee de un conjunto de variantes de H. pylori que 

pueden seleccionarse para una óptima colonización de nichos gástricos particulares (148). 

Además, se puede decir que no encontramos una selección clonal, ya que los pacientes 

que estudiamos se infectaron en lugares y tiempos no definidos y la persistencia de la 

infección en el paciente es de muchos años, por lo que no es raro que sean clonas tan 

diferentes. 
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10 Conclusiones. 

En este trabajo se logro la identificación de las cepas por métodos bioquímicos y 

moleculares. Se estandarizó la técnica de susceptibilidad a los antimicrobianos utilizando 

la cepa de referencia de H. pylori ATCC 43504, así como el ensayo de cuentas viables, 

esto permitió validar nuestros resultados. En nuestro estudio encontramos que la 

resistencia a metronidazol es una característica de las cepas de H. pylori en las tres 

cuartas partes de los pacientes con gastritis crónica activa y metaplasia intestinal. Los 

niveles de resistencia a metronidazol en las cepas de H. pylori fueron >256 µg/ml.  El 

análisis de la susceptibilidad a metronidazol y claritomicina nos mostró que nuestros datos 

no coinciden con los obtenidos en los estudios de Torres y Garza-González. Mutaciones 

puntuales en el gen del RNAr 23S principalmente en las posiciones 2142 y 2143 con 

transiciones de A � G y 2182 de T � C, son las responsables de la resistencia a 

claritromicina. El presente estudio provee evidencia de una baja prevalencia de la 

resistencia de H. pylori a claritromicina y amoxicilina en la muestra analizada. En 

consecuencia, sugerimos el uso de claritromicina más amoxicilina en combinación con un 

inhibidor de la bomba de protones, para la erradicación de la infección. No se encontró 

relación estadísticamente significativa entre la prevalencia de la resistencia a metronidazol 

y el género de los pacientes o la edad. Se observó un incremento en la resistencia a 

metronidazol en los años del estudio, lo que reduce la eficacia de la mayoría de los 

tratamientos que contienen metronidazol. Por lo tanto, en un futuro cercano 

antimicrobianos alternativos como la furazolidona y tetraciclina, deberían considerarse 

para la erradicación de la infección por H. pylori en nuestra comunidad. Aparentemente, la 

resistencia a metronidazol no depende del nivel de daño en el tejido, ni de la presencia o 

ausencia del gen cagA (Tabla 9).  

Todos los aislamientos de H. pylori estudiados presentan el gen vacA y el 76% 

presentan el gen cagA. Los genotipos del gen vacA de las cepas de H. pylori en este 

estudio son idénticos a los reportados previamente. La mayoría de los pacientes se 

encontraron infectados con las cepas de H. pylori con el genotipo vacA s1m1. Se 

encontraron todas las combinaciones posibles de los alelos del gen vacA, con excepción 

del s2m1. La presencia del gen cagA se asoció en forma significativa con el genotipo 

vacA s1/m1 y la gastritis crónica activa folicular, metaplasia intestinal y cáncer gástrico. 

Por lo tanto, la alta prevalencia de la resistencia a metronidazol entre las cepas con el 

genotipo cagA+/vacA s1/m1, puede ser una de las razones de la alta prevalencia de 

enfermedades gastroduodenales severas como la gastritis crónica activa folicular y el 
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cáncer gástrico en México. 

Creemos que es importante informar a los médicos en nuestro país acerca de los 

pacientes que tienen cepas cagA+/resistentes a metronidazol, particularmente aquellas 

que sufren gastritis crónica activa folicular (Tabla 9), ya que esta enfermedad puede 

progresar en formas más severas como el linfoma. 

El análisis de los genes de virulencia reveló una asociación específica de las cepas 

de H. pylori y el padecimiento.  

No encontramos una correlación significativa entre la patogenicidad y la 

susceptibilidad o resistencia a los antibióticos. 

Se detectó vacuolización en el 74% de las cepas de H. pylori examinadas en este 

estudio utilizando monocapas de células HeLa.  

Cada una de las cepas pudieron distinguirse entre si por la tipificación RAPD, lo que 

confirma el polimorfismo de H. pylori. 

Aún cuando el número de pacientes incluidos en el estudio es pequeño, es el primer 

reporte en México que incluye la frecuencia de la resistencia antimicrobiana, el 

mecanismo molecular de la resistencia a claritromicina, patrón de RAPD y asociación 

entre la enfermedad y la citotoxicidad, los genotipos vacA y cagA de las cepas de H. pylori 

aisladas de pacientes adultos con síntomas gastrointestinales. 

Sugerimos que deben realizarse pruebas de susceptibilidad antimicrobiana antes de 

escoger la primer terapia de erradicación en pacientes infectados y que metronidazol no 

debe emplearse para tratar casos de pacientes infectados por H. pylori en nuestro país. 

Es un trabajo que permite concluir que aún faltan muchos estudios sobre las 

características de H. pylori, el hospedero y ambiente. Ya que estudios enfocados sólo a la 

bacteria no permiten identificar el factor o factores involucrados en el desarrollo de un 

cuadro clínico. 

 

11 Perspectivas. 

En nuestro país se requiere llevar a cabo más estudios sobre los diversos 

tratamientos empleados para la erradicación de la infección por H. pylori, antes de 

proponer un tratamiento que sea efectivo. Realizar investigaciones de tipo básica-

epidemiológica con un tamaño de muestra mayor en donde se incluyan pacientes 

infectados con H. pylori, con úlcera péptica, gastritis crónica activa, gastritis crónica activa 

folicular, metaplasia intestinal, displasia y cáncer gástrico en etapas tempranas para 

administrarles tratamientos que permitirán erradicar la infección, así como la exploración 
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de los procesos involucrados con la infección con H. pylori. 

Desarrollar un método confiable de detección oportuna de anticuerpos séricos basado 

en la técnica de inmunoblot para detectar a las personas que han tenido contacto con esta 

bacteria, e identificar a las personas infectadas con cepas toxigénicas y que presentan 

infección activa. 

Estudiar la distribución y la frecuencia de los polimorfismos de algunos genes HLA-

DQ, como: DQB1*050101, DQB*0604 y DQA*040101, DQA*0601; los cuales están 

relacionados con la susceptibilidad a desarrollar metaplasia intestinal y cáncer gástrico 

asociados a la infección por Helicobacter pylori. En pacientes mexicanos con 

padecimientos gástricos. 
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of gastric cancer reported in 2001 by the INEGI's
(mortality data base of the Ministry of Public Health),
was 4.9 per 100,000 individuals. Thus, the charac-
terization of bacterial factors that could contribute to
progression of H. pylori associated gastric diseases
in infected persons is of major concern in our coun-
try.

H. pylori infection can be cured with antibiotics,
however the ideal treatment has not been found yet,
and the choice of therapy should be based on local
susceptibility patterns 8. Treatment of H. pylori
infection usually consists of a proton-pump inhibitor
(PPI) in combination with two antibiotics 9 c1ar-
ithromycin and metronidazole or amoxicillin, or
quadruple therapy with a proton-pump inhibitor, a
bismuth compound, tetracycline and metronidazole
10-13. The resistance of H. pylori to the actual exist-
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INTRODUCTION

Summary -------------------------------

Eradication of Helicobacter pylori infection in Mexico is of great importance
due to the elevated seroprevalence, however, there is yet very tittle infonnation
about antibiotic resistance rates in H. pylori isolates in our country. We analyzed
susceptibility to three antimicrobials used in therapy of 49 H. pylori strains isolat-
ed from·patients with active chronic gastritis, active chronic gastritis with Iymphoid
follicles, intestinal metaplasia and gastric cancer. AlI isolated strains were suscepti-
ble to amoxicillin, 28 (58%) were resistant to metronidazole and 2 (4%) were resis-
tant to both clarithromycin and metronidazole. Sequence analysis of the 23S rRNA
of tbe two clarithromycin-resistant strains showed the A2142G mutation in one and
A2143G and T2182C mutations in the other. Metronidazole resistance was associ-
ated with cagA negative strains with a frequency of 82% (9/11). No significant cor-
relation was found between vacA s/m alleles and metronidazole resistance.

Helicobacter pylori infection is generally
acquired during childhood and persists as an asymp-
tomatic infection for decades in most individuals. H.
pylori is implicated in the etiology of gastric diseases
ranging from gastritis to gastric cancer, and it has
been c1assifiedas a group I carcinogen 1. The preva-
lence of H. pylori infection in first world countries is
lower than in developing countries 2-5.

In Mexico, in 1987, the prevalence for H. pylori
seropositivity in aduIts over 20 years of age was
82.6% 6; Lopez et al 7 found similar results in a
case control study where seropositivity was 80%. In
Mexico, gastric cancer is the second leading cause
of malignant tumor mortality. The annual incidence

mailto:gayala@correo.insp.mx
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ing antibiotics available for its treatment has been a
growing problem 9,14. In first world countries,
metronidazole resistance is found in 10 to 50% of
adult patients infected with H. pyIori 9,15-17,while in
developing countries resistance rates can be as high
as 80% 15,18,19,while resistance to clarithromycin
ranges from 1% to 26% 15,20-22.In Mexico, it has
been reported that resistance to clarithromycin and
metronidazole increased significantly from 1995 to
1997, reaching values of 24% and 80% respectively
Z3.Conversely, another study has reported lower fre-
quencies of resistance to both antibiotics 24. In the
present study, we investigated the frequency of resis-
tance to clarithromycin, metronidazole and amoxi-
cillin in clinical strains of H. pyIori isolated from
Mexican patients during 1997, 2000 and 2001. We
also evaluated the variability of vacA ~m alleles, and
the cagA status of H. pyIori to stratify virulence-
associated genes between groups of patients and in
order to compare the H. pyIori genotypes to sus-
ceptibility of isolates. Molecular genotyping of H.
pyIori strains by random amplified polymorphic
ONA (RAPO) showed optimal typabilities 25. In order
to discriminate unrelated from clustered clinical iso-
lates, genomic typing of the strains by random
amplified polymorphic ONA (RAPO) was performed.

MATERIALS ANO METHOOS

Patient popuIation

A total of 180 non-selected patients of any age
and gender attending for gastric discomfort, the
Endoscopy Service at the National Cancer Institute
(Instituto Nacional de Cancerología), in Mexico City,
were enrolled in the study. Biopsies were obtained
from each patient by specialized personnel super-
vised by the physician responsible for the Endoscopy
Unit. Biopsies were immersed in 10% formalin and
sent to the Pathology Oepartment for routine histo-
logic process. The study was previously approved by
the Ethical and Research Committees and fully
informed consent was obtained from each patient.
The H. pyIori clinical isolates used in this study
were obtained in 1997, 2000 and 2001 respective-
Iy.

HistopathoIogy

Biopsies were reviewed and classified by one
pathologist (RHG). The visual analogue scale pro-
posed by the Updated Grading System for Gastritis
was applied for inflammatory conditions 26. The
presence or absence of Iymphoid follicles, as well as
intestinal metaplasia, were also recorded. Primary
gastric carcinoma was classified according to
Lauren's criteria, as diffuse- or intestinal-type adeno-
carcinoma 27. Finally, primary gastric Iymphomas
were classified as proposed by the World Health
Organization Classification Z8.

BacteriaI strains

Biopsies were processed immediately after col-
lection. Each of the biopsy specimens was homoge-
nized with a tissue grinder and then inoculated on
tripticase soy agar plates (Becton Dickinson and
Company, Sparks, Md.) supplemented with 7.5%
sheep blood, 0.1% cyclodextrin and 0.1% van-
comycin for 5 to 7 days at 37°C under a
microaerophilic atmosphere of 10% COz' The
strains were identified by Gram staining morphology
and biochemical test (oxidase, catalase and urease
positive). The isolates were stored at -70°C in 1.5
mi brain hearth infusion broth (Becton Oickinson
and Company, Cockeysville, Md.) with 30% glycerol
until use. Reference H. pyIori strain ATCC 43504
obtained from the American Type Culture Collection
(Rockville, Md.) was used for quality control.

Growth conditions

Stored isolates of H. pyIori were grown on trip-
ticase soy agar plates (Becton Oickinson and
Company, Sparks, Md.) supplemented with 5%
sheep blood and 0.1% vancomycin for 72 h at
37°C under a microaerophilic atmosphere of 10%
CO2·

H. pyIori isolates were subcultured into a 25 mi
volume of Brucella Broth in a Falcon tube using
selective supplement (OXOID, Basingstoke,
Hampshire, UK) and 5% fetal bovine serum (GIBCO
BRL, Bethesda, MO). Cultures were maintained
under gentle shaking for 48 hours at 37°C in the
above described CO2-enriched atmosphere. Cultures
were harvested by centrifugation for 10 minutes at
11,000 x g bacterial cells and supernatants were
collected. Bacterial pellets were checked again for
positive biochemical tests and morphology, before
proceeding to ONA isolation for PCR analysis.

vacNcagA genotyping

Genomic DNA was isolated using the
GenomicPrep Cells and Tissue ONA Isolation Kit
(Amersham Pharmacia Biotech Inc. Piscataway, NJ).
PCR reactions for cagA or 16S rRNA genes were
done with specific primers, as reported by other
researchers 29. Classical vacA genotyping (s/m
genotypes) were done with primers and PCR condi-
tions previously proposed 30.

E-test

Agar plates were prepared with Mlieller-Hinton
agar (MHA) (Becton Oickinson and Company,
Sparks, Md.) supplemented with 10% sheep blood
and 10% fetal bovine serum. Fresh H. pyIori iSo-
lates from a 72 h subculture from a blood agar plate
were diluted in sterile Mlieller-Hinton broth (Becton
Oickinson and Company, Sparks, MD) and adjusted
to a 3.0 McFarland standard (~108cfu/ml of viable
cells). By using a sterile swab the inoculum was
spread to cover the surface completely. The plates
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were dried briefly before carefully adding metro nida-
zole, clarithromycin or amoxicillin E test strips (AB
Biodisk, Solna, Sweden), and handled with great
care so as not to move the strip once it had contact-
ed the surface. The plates were incubated under
microaerobic conditions at 37°C for 72 h. lbe min-
imal inhibitory concentration (MIC) was defined as
the concentration on the E-test strip closest to the
point of intersection, where the growth of the inocu-
lum was completely inhibited. Metronidazole resis-
tance was defined as a MIC of 8 ~g/ml; ciar-
ithromycin resistance was defined as a MIC of 2
~g/ml and amoxicillin resistance was defined as a
MIC of >4 ~g/ml 23,31.

A quality control organism (H. py/ori ATCC
43504) was included in MIC determination. A O.lml
aliquot of the suspension was seriaUy diluted and
streaked onto antibiotic-free plates to assess the
number of CFU per milliliter.

Detection of mutations

To detect mutations of the 23S rRNA sequence
associated with clarithromycin resistance, a 1.14 kb
fragment of the 23S rRNA was amplified by PCR.
PCR amplifications conditions were performed as
previously described 32 with oligonucleotide primers
Hp5 32 and Hp2 33. PCR was done in a final vol-
ume of 50~1 containing IX Buffer XL, 1.0mM
Mg(OAc)2' 200~M deoxynudeoside triphosphate
mix, 50 ~M of each primer, 2U of rTth ONA poly-
merase (Perkin Elmer, Branchburg, NJ), 50 ng of
ONA template. Amplification was performed in a
Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-
Elmer Cetus, Norwalk, CT). Five microliters of the
reaction products were analyzed by electrophoresis
on a 1% (w/v) agarose gel containing IX Tris
acetate running buffer. The PCR products were puri-
fied using a spin column QIAQuick PCR purification
kit (Qiagen Inc. Valencia, Ca) and subjected to
sequencing with the fluorescence-based Taq FS Oye
terminator cyde sequencing kit (Applied Biosystems,
Foster City, CAl. Sequence analysis was performed
on an ABI 377 genetic analyzer using the data col-
lection software 377-18 (Applied Biosystems).

RAPD-PCR
The primers used (1254, 1274 and 1281) were

selected from the Iiterature 25. Reaction conditions
were as foUows: PCR buffer IX (GIBCO BRL,
Bethesda, MO), 3 mM MgCI2 (GIBCO BRL) , each
dNTPs (Perkin Elmer) 0.2 ~M, 1.5 U Taq ONA
polymerase (GIBCO BRL), primer 0.2 ~M, and
ONA 20 ng. The reaction volume was 50 ~I, and
the following cyde conditions were used: 2 cydes of
94°C for 5 min, 36°C for 5 min, and 72°C for 5
min; and then 30 cydes of 94°C for 1 min, 36°C
for 1 min, and 72°C for 2 min; a final extension
cycle at 72°C for 7 min was included. Amplifications
were performed in a Perkin-Elmer GeneAmp PCR

system 2400 thermal cyder (Perkin-Elmer Cetus,
Norwalk, CT). RAPO-PCR products were analyzed
by electrophoresis on 2% agarose gels and ethidium
bromide staining. ONA molecular weight marker
1kb ONA ladder (GIBCO BRL) was used as stan-
dard.

Statistica/ ana/ysis
For comparative purposes, individuals were sub-

grouped as follows: patients with active chronic gas-
tritis, with or without Iymphoid foUides; patients
with intestinal metaplasia, either with active gastritis
and/or Iymphoid follides, and patients with primary
gastric neoplasia, according to Lauren' s criteria for
adenocarcinoma and Iymphoma, respectively.
Prevalences of cagA gene, vacA alleles and metron-
idalOle resistance, among the specific groups of
diagnosis, were compared with the X2 distribution
test.

RESULTS

Patient characteristics
Sixty-six percent of 180 patients were positive to

H. py/ori by histology, but in 49 patients we were
able to isolate the bacteria from the biopsies. Only
patients H. py/ori- positive by culture were consid-
ered in our analysis. The age of the subjects (17
male and 32 female) was between 26 and 87 years
of age (mean ± SO, 51.9 ± 15.49). We collected 17
strains in 1997, 14 in 2000 and 18 in 2001
respectively.

Histopath%gic findings
The diagnoses of 49 patients were: 7 patients

with gastric cancer (GC), of these, one presented
primary gastric Iymphoma, one had intestinal type
adenocarcinoma, and 5 diffuse type adenocarcino-
ma. Nine patients with chronic gastritis had intesti-
nal metaplasia (1M).Thirty patients had active chron-
ic gastritis; 23 of them had Iymphoid foUicies
(ACGF) while the remaining 7 had no Iymphoid folli-
des (ACG). Three patients could not be grouped
because gastric mucosa of one patient was not ade-
quately sampled; a female patient had metastatic
breast cancer and the diagnosis of the third patient
was not registered. We considered these 3 patients
as unclassified (UN) because none of them could be
grouped into a specific gastric disease.

Antimicrobia/ susceptibi/ity
To guarantee the authenticity of isolates prior to

any analyses, strains were tested for the presence of
species-specific 16S rRNA gene by PCR 29. AU
strains in this study produced a 16S rRNA PCR
fragment of the expected size.

The MICs of the three antibiotics tested are
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Clarithromycin was also very active with MICs
<0.016 Ilg/ml for strains (Figure 1). Only 4% were
clarithromycin resistant (2 of 49 isolates; MICs,
>256 Ilg/ml), these strains were also resistant to
metronidazole.

The clarithromycin resistant H. pylori isolates
were analyzed for the 235 ribosomal RNA gene
with PCR and sequencing. One isolate had the
A2142G point mutation and another had two point
mutations, which were A2143G and T2182C.
5equence analysis of the control strain H. pylori
ATCC 43504 did not reveal any mutations.

shown in Figure 1. Amoxicillin was the most active
of antibiotics with MICs <O. O16 Ilg/ml for 31
strains (63% of 49 strains examined), none of the
isolates were resistant to this antibiotic. The metron-
idazole MIC for H. pylori ATCC 43504 was 64
Ilg/ml by the E-test. Antimicrobial susceptibility test-
ing revealed that 57.1 % of strains were resistant to
metronidazole, being inhibited at concentration from
12 Ilg/ml to >256 Ilg/ml (Figure 1). The preva-
lence of metronidazole resistance per year varied
from 35% in 1997 to 54% in 2000 and 74% in
2001 (Figure 2).
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cagNvacA genotypes and their association with
clínical outcome and metronidazole resistance

A high correlation was observed between the
genotype sI/mI and gastric cancer, and between
intestinal metaplasia and active chronic gastritis with
Iymphoid follicles (p <0.001). In cancer patients the
prevalence of sl/m1 vacA genotype was of 100%
(7/7); in intestinal metaplasia cases the prevalence
was of 77% (7/9), and in active chronic gastritis
with Iymphoid follicles a high prevalence of sl/m1
genotype was also observed 78% (18/23). The
s2/m2 genotype had a prevalence of 85.7% (6/7)
in patients with active chronic gastritis without Iym-
phoid follicles. Analysis of prevalence of cagA gene
in strains showed that 38 (77.5%) of the 49 H.
pylori isolates tested positive for the presence of
cagA. The presence of the cagA gene was related
to the severity of the disease (p = 0.004). This gene
was detected in 100% of H. pylori iso late s from
gastric cancer and intestinal metaplasia cases; in
patients with active chronic gastritis with Iymphoid
follicles the prevalence was of 74% (17/23), while
in patients with chronic active gastritis without Iym-
phoid follicles only 28% (217) were cagA positive
(Table 1).

TABLE 1 - Relationship between gastric disease, cagA
status and metronidazole resistance.

Gastric Diseases cagA MzR
n = 46" Status n = 27

GC Pos: 7 2
n =7 Neg: O

1M Pos: 9 6
n =9 Neg: O

ACGF Pos: 17 8
n=23 Neg: 6 6

ACG Pos: 2 2
n=7 Neg: 5 3

"The three unclassified patients (UN) were not consid-
ered. GC: gastric cancer, 1M: intestinal metaplasia, ACGF:
follicular active chronic gastritis, ACG: active chronic gas-
tritis. Mz R: metronidazole resistance

Considering that metronidazole was the only
antibiotic that showed different values among the
isolated strains, the potential association between
specific virulence markers, vacA s/m alleles and
cagA with metronidazole resistance was also investi-
gated. No significant relationship was found between
s/m alleles and resistance to this antibiotic. The
association between cagA status and metronidazole
resistance was on the borderline of significance (p =

0.074). A prevalence of 82% (9/11) of metronida-
zole resistant strains was found among the cagA
negative strains (Table 1). Whereas, between cagA
positive strains, the frequency of susceptible and
resistant strains was essentially equal, 17 and 18
respectively.

RAPD
The 49 H. pylori strains were screened by

RAPO fingerprinting using three primers, two of
these primers (1254 and 1281) generated ONA fin-
gerprints for all 49 unrelated isolated H. pylori
examined. And the 1247 primer amplified 81% (40
of 49) of the strains. For RAPO analysis the three
primers produced different patterns with up to nine
bands, showing that each strain had a unique RAPO
pattern, with a large heterogeneity of strains isolated
from patients.

OISCUSSION

Resistance analysis of H. pylori to three antimi-
crobial drugs frequently used in our country (clar-
ithromycin, metronidazole and amoxicillin) showed
that resistance to metronidazole increased from 35%
in 1997 to 74% in 2001. One the contrary, resis-
tance to clarithromycin increased only slightly in the
same period, and all strains were susceptible to
amoxicillin. In this work H. pylori resistance to
metronidazole (58%) was lower than that reported
between 1995 and 1997 by Torres et al. (80%) 23,

but greater than 37.1% of metronidazole resistance
reported by Garza-Gonzalez et al. 24 in 2002. These
discrepancies were probably due to the kind of
patients involved in each study, who were from dif-
ferent hospitals, diverse socioeconomic levels and
even different regions of the country. The small
number of analyzed strains was not enough to
explain the differences in metronidazole resistance.
Nevertheless, it is important to consider that antibi-
otics are sold without medical prescription in our
country and therefore they are frequently misused,
especially metronidazole which is still the main
choice when treating Entamoeba parasitosis. This
could explain the high resistance to metronidazole
found among H. pylori strains in our country.

In addition to antimicrobial susceptibility, bacteri-
al virulence factors could affect the eradication of
the microorganism from the gastric mucosa.
Analysis of prevalence of vacA genotypes and cagA
status in strains showed that, in agreement with pre-
vious results 9, there was a strong association
between the cagA+ /slm1 genotype and cancer,
intestinal metaplasia, and active chronic gastritis with
Iymphoid follicles, but a poor correlation, with the
milder forms of the disease, as active chronic gastri-
tis without Iymphoid follicles. The latter condition
was strongly associated with the vacA s2/m2 geno-
type and with the lack of cagA gene.

J
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There was a strong association between cagA·
strains and metronidazole resistance (Table 1). It has
been suggested that the physiological environment
promoted by cagA strains reduces the exposure of
the bacteria to the antibiotic 34.35, making them
more difficult to eradicate. However, we notieed that
among cagA + strains the resistance to metronidazole
was also high, 69 % (18/26) (Table 1). Moreover,
we observed that in vitro both cagA+ and cagA H.
pylori strains have similar susceptibility since the
MIC at which 90% of the strains were inhibited was
>256 Jlg/ml for the two types of strains. In the case
of c1arithromycin it has been suggested that cagA +
strains are more susceptible to this antibiotic
because they grow faster than cagA strains 34. On
the contrary, the induction of metronidazole resis-
tance appears to be independent of the growth rate
and most probably occurs due to misuse of this
antibiotic 36. Gradual exposure to suboptimal con-
centration of metronidazole favors the selection of
resistant strains.

CONCLUSIONS

In conclusion, the present study provides evi-
dence of a low prevalent resistance of H. pylori to
both c1arithromycin and amoxicillin. Consequently,
we advise the use of c1arithromycin plus amoxicillin
combined with proton pump inhibitors. However,
since the primary metronidazole resistance is high,
this could contribute to increased resistance to both
c1arithromycin and amoxicillin 8. Thus, in the near
future alternative drugs, such as furazolidone and
tetracycline, might be considered for the eradication
of H. pylori in our community. Resistant strains to
metronidazole were more frequent among cagA
negative strains. However, we also detected a high
resistance to this antibiotic among cagA positive
strains. Apparently, the resistance to metronidazole
does not depend on the level of tissue damage, and
the status of the cagA gene (Table 1). The presence
of the cagA gene was significantly associated with
that of the vacA sllm1 genotype and intestinal
metaplasia, gastric cancer and follicular gastritis.
Thus, the high prevalence of resistance to metron-
idazole among strains harboring the
cagA+/vacAs1/m1 genotype could be one of the
reasons for the high prevalence of severe gastroduo-
denal diseases such as follicular gastritis and gastric
cancer in Mexico. We believe that it is important to
create an awareness among physicians in our coun-
try about patients carrying cagA +/metronidazole-
resistant strains, particularly those suffering active
chronic gastritis with Iymphoid follicles (Table 1),
since this disease can progress into more severe
forms such as Iymphoma 37.

Although the number of subjects included in this
study is small, this is the first report in Mexico which
includes frequency of antimicrobial resistance, mole-

cular mechanism of c1arithromycin resistance, RAPO
patterns, and association between c1inical outcome
and vacA and cagA genotypes of H. pylori strains
isolated from adult patients with gastrointestinal
symptoms.
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