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CAPITULO I

INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas microbiolégicas de Helicobacter pylori

El género Helicobacter contiene mas de 9 especies que infectan el tubo intestinal de
mamiferos y humanos. Son bacilos Gram negattvos curveados que miden entre 0.3 y 1 uM
de ancho por 1.5 a 10.0 uM de largo y que pueden tomar formas esféricas o cuerpos
cocoides como consecuencia de una incubacion prolongada (17, 43). La especie de mayor
importancia para humanos es Helicobacter pylori el cual es moévil por maltiples flagelos
monopolares, no forma esporas, es ureasa y oxidasa positivo y para su cultivo requiere una

atmosfera himeda a 37°C y una concentracion de CO; del 5 al 12% (43).

1.2 Ecologia y epidemiologia de H. pylori

H. pylori coloniza aproximadamente a la mitad de la poblacion mundial adulta (17). Se
encuentra primartamente en la capa mucosa adyacente al epitelio géstrico, coloniza el
cardias, cuerpo y antro de estdmago ademas de areas de metaplasia géstrica en el intestino
delgado proximal (4, 19, 50} La prevalencia de la infeccion por H. pylori varia
ampliamente por regiones geograficas, edad y el nivel socioeconémico de las poblaciones
estudiadas (17, 42). En los paises en vias de desarrollo, la prevalencia de la infeccion puede
ser del 70% o mas y la mayoria de las personas colonizadas adquieren la infeccion antes de
los 10 afios de edad (12). Estudios realizados en la Republica Mexicana muestran que la

prevalencia de la infeccion es del 66% (60). La frecuencia de la infeccion por H. pylori ha



disminuide significativamente en paises desarrollados en los cuales la poblacion infantil
presenta actualmente una prevalencia cercana al 10%. Por otro lado, la mayoria de los

estudios muestran que la infeccion afecta a hombres y mujeres en igual proporcion (12).

1.3 Patogénesis de H. pylori

1.3.1 Factores de colontzacion

Diversos factores permiten a la bactena colonizar y sobrevivir en el ambiente acido
del estomago. La presencia de flagelos le permite desplazarse a través de la capa de moco,
penetrarla y escapar del pH acido. Los flagelos le permiten ademas evitar ser arrastrado por
el peristaltismo intestinal (17, 42).

H. pylori produce grandes cantidades de ureasa la cual hidroliza la urea con produccidén de
amoniaco, este ultimo reacciona con el acido producido por las células parietales del
estomago lo cual eleva sustancialmente el pH y genera un microambiente adecuado para el
desarrolio de la bacteria (17, 19). Esta enzima es de utilidad como un marcador de la
presencia de la bacteria y se ha descrito también comeo un inductor importante de la

produccidn de citocinas proinflamatorias y de la activacién de monoeitos (17, 33).

1.3.2 Interacciones entre . pylori y el epitelio gastrico

H. pylori se adhiere a las células del hospedero y no tiene tendencia a invadir las
células. Una vez que H. pylori se adhiere al epitelio gastrico, las células del hospedero
inician la respuesta con produccion de interleucina 8 (IL-8) la cual funciona como un

potente mediador proinflamatorio en la reclutacion y activacion de neutréfilos (19, 33). El

~



aumento en la permeabilidad facilita el acceso del acido al tejido subyacente y facilita el
transporte de proteinas mnmunogénicas a la lamina propia con lo que induce ademas una

respuesta sistémica (19).

1.4 Patologias géstricas relacionadas con H. pylort

Desde el aislamiento de H. pylori por Warren y Marshall en 1982 (41), numerosas
evidencias han mostrado su papel etiologico en diversas patologias gastricas. H. pylori
provoca a nivel histologico en practicamente todos los individuos colonizados una gastritis
generalmente asintomatica. En aproximadamente el 15% de estos individuos se desarrollan
diversas presentaciones clinicas tales como la enfermedad ulcero péptica o el cancer

gastrico (42).

1.4.1 Dispepsia no ulcerosa

En la infeccion por H. pylori los infiltrados celulares reflejan inflamacion cronica y
leucocitos polimorfonucleares (LPMN). Como resultado de la infeccion persistente, se
asocian otros cambios histologicos, tales come la fibrosis y la atrofia (19, 27, 30). Puede

cursar con dolor epigastrico, nausea, vomito y/o regurgitacion.

1.42 Ulcera gastrica y/o duodenal.

Aproximadamente el 90 al 95% de las Glceras duodenales y del 70 al 75% de las
llceras gastricas se atribuyen a la infeccion por H. pylori. En ciertos individuos la presencia

de H. pylori y la gastritis son suficientes para incrementar los niveles de gastrina e inducir



cambios en la secrecion de acido gastrico ademas de un incremento en la permeabilidad a
través de las células epiteliales. Estos cambios pueden facilitar el acceso del acido de la luz

intestinal o la pepsina al tejido subyacente con formacién de tlceras (19, 27, 30, 35).

1.43 Cancer gastrico

1.4.3.1 Epidemiologia del cancer gastrico

El cancer gastrico es el decimocuarto tipo de cancer mas comun en el mundo, el
nimero dos como causa de muerte y es mas frecuente en paises con economias emergentes
que en el mundo industrializade. En muchos paises de Latinoamérica y Asia el céncer
gastrico es el tipo de cancer mas comun entre hombres y el segundo mas comun entre
mujeres. Las tasas en Colombia y Japon son de 80 por 100,000 habitantes. En cambio,
afecta a menos de 10 por cada 100,000 habitantes en los Estados Unidos y Europa
occidental (19).
Se ha demostrado que la presencia de H. pylori representa un riesgo 6 veces mayor en el
desarrollo de céncer gastrico (23) aunque los datos epidemioldgicos sugieren que la
incidencia varia considerablemente de una region geografica y de una generacion a otra
(24, 25). Resultados contradictorios se han obtenido en poblaciones africanas donde a pesar
de la alta prevalencia de H. pylori, las tasas de cancer gastrico son muy bajas (32).
El riesgo mayor de cancer gastrico en una poblacion se asocia con adquisicion precoz de A
pylori (8, 11, 24, 25). Teniendo en cuenta que la bacteria perstste a lo largo de los afios y
nunca cura espontaneamente, podria especularse que un factor importante podria ser

precisamente la infeccion por H. pylori en la infancia.



1.4.3.2 Mecanismos carcinogénicos propuestos

En 1994 la OMS clasifico al ff. pylori como carcinogeno de Categoria 1 (44).
Diversos mecanismos carcinogénicos han sido postulados en relacion con la infeccion por
H. pylori, sin embargo hasta ahora no se ha demostrado una actividad carcinogénica por
esta bacteria. Se ha propuesto una transformacion gradual de la celularidad que va desde
gastritis pasando por gastritis atrofica, metaplasia intestinal, displasia y finalmente el
desarrollo de cancer gastrico (figura 1). Se ha propuesto que esta transformacion maligna es
causada por el estrés oxidativo producido por la liberacion de proteasas y metabolitos
reactivos del oxigeno por los LPMN, lo cual provoca un estallido oxidativo que produce un
dano al acido desoxirribonucleico (DNA) e induce mutaciones en las células germinales

mucosas que eventualmente no son reparadas (14, 24, 25, 30, 50).



Mucosa gastrica normal

Infeccion por H. pylori — ) 4——— Dieta y factores ambientales

Gastritis cronica superficial activa

!

Gastritis cronica atrofica

!

Metapalsia intestinal

Displasia

|

Cancer

Figura 1. Representacion esquematica de la hipotesis propuesta acerca de los cambios

histologicos que llevan de la gastritis cronica al desarrollo de cancer gastrico (14).



1.5 Métodos de diagnastico para H. pylori

Para el diagnostico de la infeccion por H. pylori se pueden emplear tanto pruebas invasivas
como pruebas no invasivas. Las pruebas invasivas involucran una endoscopia del tubo
digestivo superior y toma de biopsias gastricas (2, 11, 17, 33). Las pruebas no invasivas no
requieren la endoscopia. Las ventajas y desventajas de estas pruebas se resumen en la tabla

L

1.5.1 Pruebas invasivas

Se puede detectar directamente la presencia de la bacteria por analisis histologico, el
cultivo 0 de manera indirecta con la prucba rapida de ureasa (PRU) o por métodos

moleculares.

1.5.1.1 Analisis histologico.

El analisis histologico permite la deteccion de bacilos concordantes con H. pylori,
ademas de la clasificacion de las [esiones gastroduodenales y la observaciéon de lesiones
premalignas o malignas. Se emplean tinciones como la de Giemsa, Hematoxilina y Eosina
o bien tinciones mas especificas como la tincion con plata de Wartin Starry o por métodos

inmunohistoquimicos que emplean anticuerpos fluorescentes (11).

1.5.1.2 Cultivo
Para el aislamiento de H. pylori se recomienda el empleo de medios no selectivos
como el agar sangre, Muller-Hinton 0 Columbia con sangre al 10% asi como también el

empleo de medios con agentes antimicrobianos que inhiben las bacterias u hongos
7



contaminantes que pudieran dificultar el aislamiento de la bacteria (49). Entre los medios
selectivos se emplean el medio con yema de huevo y otros medios como el agar Columbia,
el agar soya tripticasa, y el agar Brucella suplementados con agar sangre y una mezcla de
antibidticos (49). H. pylori se desarrolla bien a 37 °C y en una atmosfera de
microaerobiosis (COz al 12%.,). Crece bien en las condiciones obtenidas con las jarras de
anaerobiosis empleando el sistema CampyPak plus, CampyPouch (Becton Dickinson) o el
sistema Anaerocult C (Diagnéstica Merck). Estos sistemas de generacion contienen
bicarbonato de sodio y acido citrico para la generacion del dioxido de carbono necesario
para el desarrollo de H. pylori. Las placas se incuban durante 3 a 7 dias para observar el
desarrollo de colonias (49).

Las colonias desarrolladas se identifican mediante las pruebas de ureasa, oxidasa y catalasa
para las cuales H. pylori es positivo. Es frecuente que la prueba de ureasa requiera sélo
algunos minutos para el cambio de color del indicador por lo que la identificacion puede

completarse en menos de un dia (43).

1.5.1.3 Prueba rapida de utreasa (PRU)

En esta prueba se detecta la ureasa producida por la bacteria directamente de la
biopsia para lo cual se coloca una biopsia en un vial de prueba que contiene urea y un
indicador de pH. La ureasa producida por la bacteria degrada la urea con produccién de
amoniaco lo cual incrementa el pH y este cambio es detectado por el cambio de color de

indicador luego de una incubacion hasta de 24 horas (2, 11).



1.5.1.4 Métodos moleculares

Se emplea principalmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Detecta un
pequefio nimero de bacterias viables 0 no. Ademas de poder realizarse en biopsias
gastnicas, puede realizarse también en muestras de jugo gastrico o heces con lo cual es un

método no invasivo (2).

1.5.2 Pruebas no invasivas

1.5.2.1 Prueba del aliento

En esta prueba se detecta la actividad de ureasa empleando urea marcada con °C &
¢ que se administra oralmente y que luego se detecta en el aliento como CO; radioactivo.
Esta prueba es simple, segura, precisa y d¢ gran utilidad para el diagnostico de la infeccion

si la endoscopia no esta indicada (2, 11).

1.5.2.2 Deteccion de anticuerpos totales anti-H. pylori.

La deteccién de anticuerpos IgG anti-H. pylori es la prueba no invasiva mas
ampliamente utilizada para el diagndstico de la infeccion ya que es facil de realizar, sencilla
y barata. Puede realizarse mediante aglutinacidén de particulas de latex o por la técnica del
ensayo inmuncabosrbente con enzima unida (ELISA). La sensibilidad y especificidad de
las pruebas comerciales de ELISA varian entre el 60 y el 100%. Como resultado de la
erradicacion de la bacteria los niveles de anticuerpos disminuyen hasta los niveles que se
observan en individuos no infectados, solo que esto ocurre en el curso de algunos afios.

Algunos estudios han mostrado que la disminucion del 40% en el titulo de anticuerpos en 4



TABLA 1
VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS PRUEBAS MAS FRECUENTEMENTE

EMPLEADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE H. pylori

Pruebas invasivas

Ventajas Desventajas

Analisis histologico  Detecta la infeccion y of grado de  Especificidad y sensibilidad
inflamacion muy variables

Cultivo de H. pylori  Especifico, permite el estudio Sensibilidad variable
detallado de la bacteria y la

realizacion de pruebas de

sensibilidad
PRU Bajo costo, sencilla, rapida
PCR | Alta sensibilidad Alto costo
No invasivas
Ventajas Desventajas

Determinacion de Barata, sencilla Detecta infecciones pasacdas
anticuerpos totales No reguiere equipo especial
1gG anti-H. pylori
Prueba del aliento Alta sensibilidad y especificidad Manejo de is6topos

radioactivos

Alto costo

Requiere equipo especial
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1.6  Factores de riesgo para ef desarrollo de las diferentes patologias gastricas

relacionadas con H. pylori

La diversidad en las presentaciones clinicas relacionadas con la infeccion por /1. pylori se
han asociado con la combinacién de factores del medio ambiente, caracteristicas de la

bacteria y del hospedero (18, 21, 27, 58).

1.6.1 Factores del medio ambiente

Entre los factores del medio ambiente s¢ ha estudiado consumo de alcohol, tabaco,
la exposicion ocupacional ambiental, las practicas de higiene, el hacinamiento y

antecedentes familiares de enfermedad gastrica (12, 13).

1.6.2 Factores de la bacteria

Algunas de las caracteristicas mejor estudiadas de la bacteria son la produccion de
la citotoxina formadora de vacuolas (VacA) y el producto del gen asociado a la citotoxina

(CagA).

1.6.2.1 Citotoxina formadora de vacuolas

VacA es una proteina de 87 kDa que induce la formacion de vacuolas acidas en el
citoplasma de células eucariotas, es codificada por el gen vacd y es producida por
aproximadamente la mitad de los aislamientos clinicos de H. pylori, aunque todas las cepas

poseen el gen que codifica para la toxina (17). La presencia de anticuerpos anti-VacA se ha
11



asociado con mayor inflamacion a nivel de la mucosa gastrica, un riesgo mayor a
desarrollar cancer gastrico (51, 52), al 66% de los casos de enfermedad uicera duodenal y al
65% de las ulceras gastricas (21). La produccién de VacA no estd limitada a las cepas
presentes en los pacientes que desarrollan enfermedad ya que se ha demostrado falta de
asociacion de la infeccion por cepas de H. pylori VacA+ con enfermedad (62).

Se ha reportado una combinacién en mosaico de las regiones sefial [s] y media [m] del gen
vacA (figura 2). Las cepas vac4 sl/ml producen los niveles mas altos de actividad

citotéxica, las cepas s1/m2 una actividad parcial y las cepas s2/m2 practicamente ninguna

actividad (3).
vacA
1 |
1 i 1
: ! |
Ser“!al : 1 Media :
]
- N-Terminal C-Terminal
sla mi
sib m2
slc
52

Figura 2. Representacién esquematica de la estructura del gen vac4 de H. pylori (3).

1.6.2.2 Gen asociado a la citotoxina
Desde la década de los 80s. se hizo evidente que no todas las cepas producen una

proteina de 120 kDa. El gen que codifica para esta proteina fue clonado y llamado gen
12



asociado a la citotoxina (cagA) ya que practicamente todas las cepas que producen esta
proteina producen también VacA (17).

CagA es un antigeno inmunodominante de 120 kDa el cual es un marcador de una isia de
patogenicidad (PAI), la cual es un grupo de genes presente en . pylori, Estudios recientes
han mostrado que la adherencia de H. pylori a las células epiteliales gastricas induce la
entrada de CagA en el epitelio gastrico por un sistema de secrecion tipo IV, codificado por
la PAI Dentro de la célula, la proteina es fosforilada por una quinasa del hospedero y altera
la fisiologia de las céiulas afectadas (28).

La presencia de la PAI se ha asociado con una mayor produccion de interleucina-8 y una
mayor inflamacion de la mucosa gastrica. Diversos estudios han mostrado que las personas
infectadas por cepas CagA+ tienen un riesgo mayor a desarrollar cances gastrico o tlcera
duodenal (4, 10, 15, 22, 31, 39, 61).

CagA parece ser un marcador de virulencia ya que esta presente en la mayoria de las
patologias gastricas relacionadas con H. pylori, sin embargo su presencia no es suficiente ni
necesaria para el desarrollo de enfermedad, ya que se ha reportado la infeccion por cepas de
H. pylori CagA+ en pacientes asintomaticos y la infeccion por cepas CagA- en pacienies

con alguna de las patologias gastricas antes mencionadas. (34, 56, 62).

13



1.6.3 Factores del hospedero

1.6.3.1 Sistema de antigenos de leucocitos humanos

1.6.3.1.1 Descripcion de HILA. El sistema de antigenos de leucocitos humanos
(HLA) es la versidén humana del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Se
localiza en el cromosoma 6 y contiene alrededor de 200. Los genes que estan involucrados
con la respuesta inmune corresponden a dos clases (I y II), los cuales son estructural y
funcionalmente diferentes (36, 37, 57).
Los genes de clase 11 codifican para los polipéptides o y B de las moléculas de clase II.
Cada una de las moléculas de clase IT (o o B) tiene cuatro dominios: un dominio de unién a
péptidos (@l o PBI), un domimo similar a inmunoglobulina (2 o $2), una region
transmembranal y una porcion citoplasmica. Estas moléculas colectan fragmentos de
péptidos de 12 a 25 aminoacidos que provienen de proteinas enddgenas, como las
oncoproteinas o proteinas exogenas tales como los antigenos de microorganismos (32) y los
transportan a la superficie celular donde el complejo péptido-HLA es reconocido por los
linfocitos T CDA4+, los cuales se activan al reconocer el complejo (figura 3). El
polimorfismo de HLA esta casi completamente confinado al sitio de union de las moléculas
de HLA por 1o que determina que péptido serd presentado a las células. El polimorfismo y
la funcion de las moléculas de HLA son la parte medular de la asociacion entre algunos

alelos de HL A v algunas enfermedades (36, 37, 57, 59).
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Célula presentadora del antigeno

Molécula de clase 11
CD4 —p

Péptido
«——Receptor de célula T (TCR)

| ——

Célula T CD4"

Figura 3. Interaccion entre las moléculas de clase Il y los linfocitos T CD4+. Las moléculas
de clase II son producidas por células presentadoras del antigeno, las cuales presentan

peptidos a los linfocitos T CD4+ que interaccionan mediante el receptor de células T.
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1.6.3.1.2 HLA en las poblaciones humanas. En ausencia de migracién, mutacion o
seleccion las frecuencias de los alelos de HLA permanecen constantes de generacion en
generacion en una poblacion grande con apareamiento a!;eatorio. Esta se conoce como la ley
de Hardy-Weinberg (20). En una poblacion en equilibrio de Hardy—Weinberg, la frecuencia
de asociacion de dos alelos en dos diferentes loci son el producto de las frecuencias
individuales en los dos genes. Si el valor observado de las frecuencias de los dos alelos es
significativamente diferente de la frecuencia esperada se dice que los dos alelos tienen una

asociacion en desequilibrio (59).

1.6.3.1.3 Estudio de HLA. El estudio de HLA se ha realizado durante muchos afios
empleando la tipificacion celular. Actualmente se emplean técnicas de biologia molecular,
entre las cuales se emplea la PCR con iniciadores secuencia especificos (SSP). Los
productos amplificados son visualizados por electroforesis en gel de agarosa y tincién con

bromuro de etidio, tincion con plata o métodos fluorescentes (37).

1.6.3.1.4 Asociacion de alelos de HLA-DQ con enfermedades gastricas. Varios
estudios han mostrado que algunos alelos de HLA pueden influenciar la respuesta a la
infeccion por H. pylori. En la region DQAI se ha reportado una disminucion en la
frecuencia del alelo *0102 en pacientes japoneses con gastritis atréfica, enfermedad ulcero
péptica o cancer gastrico (5, 7). Este alelo tiene una asociacion significativa negativa, con
la seropositividad para la infeccion por H. pylori (40). Por otro lado, en poblacion caucasica
con enfermedad ulcero-péptica se observé una frecuencia mayor de alelo DQA1*0301 (6).
Sin embrago, otros estudios en poblacion caucasica mostraron que ser portador de los alelos

del gen DQA1*0102 o *0301 no modifica ni la susceptibilidad a la infeccion por H. pylori
16



ni su evolucioén a ulcera péptica (55). Se ha estudiado ademas la regién DQBLE y se ha
observado una frecuencia mayor del alelo ¥0401 en pacientes japoneses con gastritis

atrofica (54) y una frecuencia mayor del alelo *0301 en pacientes con cancer gastrico (38).

1.6.3.1.5 Frecuencia de los alelos HLA-DQA1 y DQB1 en poblacion mexicana. En
estudios de HLA y otras enfermedades, Gorodezki et al reportaron recientemente la
frecuencia de los alelos que han sido asociados con el desarrollo de las diferentes patologias
gastricas relacionadas con H. pylori en poblaciones clinicamente sanas. En uno de los
estudios que estudiaron 170 individuos, reportaron una frecuencia de los alelos de DQA1
*0102 y *0301/02 de 30 y 87% respectivamente (1) y una frecuencia del alelo *DQB1
*0301 de 75%. En otro trabajo que mcluyé 101 individuos sanos encontraron frecuencias
de los alelos DQA1 *0102 y *0301/02 de 14.85% y 89.1% respectivamente (46) y una
frecuencia del alelo DQB1 *0301 de 47.5%. Ya que los alelos de HLA DQ que han sido
asociados al desarrollo de las diferentes patologias géastricas relacionadas con H. pylori en
estos paises son frecuentes en poblacidn mexicana, seria muy interesante estudiar su
probable esta asociacion con H. pylori en nuestra poblacion.
Se han estudiado factores bacterianos y factores del hospedero y ninguno de cllos ha
demostrado de manera consistente su asociacioén con enfermedad (29) por lo que es
probable que el desarrollo de enfermedad y la diversidad clinica dependan de la
combinacion especifica de los factores. Su estudio en conjunto permitiria definir mas

claramente una asociacion.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 QObjetivo general

Determinar si existe asociacion entre diversas patologias gistricas relacionadas con

H. pylori y la infeccion por cepas de H. pylori CagA+ ylo VacA+ y alelos de HLA-DQ.

1.7.2 Objetivos especificos

1. Determinar la infeccién por H. pylori en pacientes con gastritis cronica, dlcera gastrica
y/o duodenal, displasia, cancer géstrico asi como en pacientes sin patologia gastrica.

2. Investigar si los individuos en estudio estan infectados por cepas de /1. pylori CagA+
y/o VacA+ mediante la determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA.

3. Genotipificar HLA-DQA1 y HLA-DQBI1.

4. Realizar el andlisis estadistico de la informacién obtenida.

18



1.8 Hipotesis

Existen alelos de HLA-DQ gue combinados con la infeccion por cepas de H. pylori CagA+

y/o VacA+ predisponen al desarrollo de las diferentes patologias gastricas relacionadas con

H. pyiori.

1.9 Justificacion

s Existe variacion geografica y étnica en la asociacion de la infeccidn por H. pylori con
las diferentes patologias gastricas, solo un pequefio porcentaje de los pacientes
infectados se enferma y las presentaciones clinicas son muy diversas, por lo tanto es
probable que la combinacion de alelos de‘HLA-DQ y la infeccion por cepas CagA+
y/o VacA+ definan el curso clinico.

s No existen estudios integrales de la combinacion de las diferentes patologias gastricas,

alelos de HLA-DQ y la infeccion por cepas de H. pylori CagA+ y/o VacA+.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1  Estrategia general

Para la determinacion de la asociacion entre las diferentes patologias gastricas relacionadas
con H. pylori con la infeccion por cepas CagA+ y/o VacA+ y la presencia de alelos de
HLA-DQ se sigui¢ la estrategia general que se muestra en la figura 4. Se identificaron los
pacientes de estudic tomando en cuenta los criterios de inclusion y durante el
procedimiento de endoscopia superior se tomaron 2 biopsias de antro y dos de cuerpo para
cultivo, una biopsia antral para la PRU y 8 biopsias (dos de 1a curvatura mayor, dos de la
curvatura menor, dos de la region prepilorica y dos de la incisura angular) para el anilisis
histolagico. Se obtuvo ademas muestra de suero para la determinacion de anticuerpos IgG
totales anti-H. pylori por la técnica de ELISA y anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por la
técnica de Western blot. Se obtuvo ademas sangre completa para la extraccion de DNA y la
genotipificacion de HLA-DQAL y HLA-DQB1. Una vez que se tuvieron los resultados de
la PRU, el cultivo, el analisis histologico y la determinacién de anticuerpos anti-H. pylori
se realizo la clasificacion de los pacientes en grupos de estudio. Por ultimo se realizo el
analisis estadistico de l2 informacion obtenida tomando en cuenta los grupos de estudio y
los resultados de la determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA y la

genotipificacion de HLA-DQAI y HLA-DQBI.
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Figura 4. Esquema que muestra la estrategia general seguida para determinar si existe

asociacion entre las diferentes patologias gastricas relacionadas con H. pylori y la infeccion

por cepas CagA+ y/o VacA+ y alelos de HLA-DQ.
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2.2 Criterios de inclusiéon

Se incluyeron pacientes con enfermedad ulcero-péptica, dispepsia no ulcerosa, displasia y
cancer gastrico, infectados o no con H. pylori. Pacientes que aceptaron participar en el
estudio con consentimiento informado, mexicanos por nacimient o y con ascendencia
mexicana de al menos dos generaciones y que acudieron al Servicio de Gastroenterologia
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” para la realizacion de una
endoscopia gastroduodenal.

Se reviso que los pacientes mtegrados a este estudio no hubieran recibido antinflamatorios
no esteroideos, inhibidores de la bomba de protones, sales de bismuto o antibioticos 4

semanas previas al procedimiento endoscopico.

2.3 Endescopia gastroduodenal

La endoscopia gastroduodenal se llevo a cabo empleando un endoscopio EG-290P (Pentax
Precision Instrument Corporation, Orangeburg, NY) bajo anestesia local y con la
administracion de un sedante intravenoso cuando fue conveniente. Luego de revisar
cuidadosamente el esofago, estdmago, asi como la primera y segunda porcién de duodeno
se tomaron dos biopsias de antro y dos de cuerpo de estomago para cultivo. Las biopsias
fueron colocadas inmediatamente en medio de transporte de Stuart y trasladadas al
laboratorio. S¢ tomé ademas una biopsia de antro para la realizacion de la PRU y 8 biopsias
para el analisis histologico: dos de curvatura mayor, dos de curvatura menor, dos de regién
prepilorica y dos de incisura angular. Las 8 biopsias para analisis histologico fueron
colocadas directamente de la pinza de biopsia en solucién de formol al 10% y se

trasladaron al laboratorio de patologia para su analisis. Luego de! procedimiento
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endoscopico, se obtuvo muestra de suero el cual fue congelado a —20°C hasta que se
llevaron a cabo las pruebas serologicas. Durante la misma puncion se obtuvo muestra de
sangre completa la cual se mantuvo en refrigeracion por un maximo de tres dias antes de la

extraccion del DNA.

2.4 Cultivo de biopsias gastricas

Una vez en el laboratorio, las biopsias fueron mantenidas en refrigeracion por un maxtmo
de 24 horas, las biopsias fueron colocadas en 0.5 mL de caldo Brucella (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Cockeysville MD) y se trituraron con un aplicador de madera
estéril durante 30 s. El sobrenadante se inoculd en placas con agar Columbia (Becton
Dickinson Microbiology Systems) con sangre al 10% y el enriquecimiento Iso VitaleX al
1% y una placa con agar Columbia con sangre al 10%, el enriquecimiento Iso VitaleX al
1% y el suplemento selectivo de Skimow (Merck Diagnostica). Las placas se incubaron en
microaerobiosis empleando el sistema Campy Pouch (Becton Dickinson Microbiology
Systems) durante 96 horas a 37°C. Las colonias desarrolladas se identificaron empleando la
tincion de Gram y las pruebas de actividades de ureasa, oxidasa y catalasa, para las cuales
H. pylori es positivo. Las cepas fueron conservadas en caldo Brucella con glicerol al 15% y

congeladas a —70°C para investigaciones posteriores.
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2.5 Prueba directa de ureasa

Se colocé una biopsia de antro en un vial de pruecba (Helytest, Monterrey México)
directamente de las pinzas de biopsia. El vial fue incubado a 37°C por un maximo de 24
horas. Un cambio de color de naranja a rosa intenso se interpreté como un resultado

positiva, la ausencia de cambio de color se interpreté como un resultado negativo.

2,6 Analisis histologico

Todas las biopsias fueron embebidas en parafina. Se obtuvieron nmiltiples secciones
histologicas de 4 mm de cada fragmento de biopsia y las secciones fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina para la evaluacion histologica y deteccion de H. pylori. Las secciones
fueron revisadas con objetivo de alto poder (40X) y cuando no se encontraron organismos,
las secciones fueron examinadas nuevamente empleando objetivo de inmersion (100X). Un
solo patalogo reviso todas las preparaciones sin conocimiente de los resultados del resto de

las pruebas.

2.7 Determinacién de anticuerpos anti-H. pylori

Para la determinacion de anticuerpos totales IgG anti-H. pylori se empleé la técnica de

ELISA de acuerdo al método desarrollado por Pérez-Pérez et al (48).
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2.7.1 Ensayo serologico

2.7.1.1 Preparacion del antigeno.

Se preparé una suspension de antigeno a partivr de 5 cepas H. pylori las cuales
representan un amplio rango de antigenos (47). Una suspension de las cepas se sonico, se
calenté a 100°C por 5 minutos y la suspension se ajusté a una concentracion de proteinas de

Img/mL.

2.7.1.2 Prueba de ELISA.

El antigeno se diluyd en amortiguador de cabonatos 0.5 M, pH=9.6 para tener una
concentracion de 10 pg/mL. Una alicuota de 0.1 mL de esta solucion se afiadio a celdas de
titulacion de fondo planc (Dynex Technologies, Chantilly, VA). Las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante toda la noche y posteriormente se descart6 el sobrenadante.
Se bloquearon los sitios de unién inespecifica de cada celda con 200 pL de solucién
bloqueadora pH 7.2-7.4 [solucion amortiguadora de fosfatos con timerosal, Tween 80 y
gelatina al 0.1% (PBSTTG)], se incubd a 37°C por 3 horas y se decant6 el contenido scbre
papel absorbente. Se realizaron 2 lavados con 250 pL de solucion de lavado pH 7.2-7.4
(PBSTT) y se afiadieron 100 plL de suero de cada paciente dituido 1:800 en
PBSTTG(PBSTT y globulina al 1%) asi como control negativo y positivo. Se incubd a
37°C por una hora, se lavo cada celda dos veces con 250 pl. de PBSTT y se adicionaron
100 pL de una dilucion 1:4000 de anticuerpos IgG anti-humanos conjugados a peroxidasa
(Biosource International, Camarilio, CA) a cada celda. Se incubd por una hora a 37°C y se

lavé nuevamente con PBSTT 3 veces para remover los anticuerpos no unidos. Para el
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desarrollo de color se adicionaron 100 pl. de una solucion de desarrollo de color
recientemente preparada [2,2-azinobis (3-etilbenztiazolin-6-acido sulfonico, (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO)]. Se incubd por 10 minutos a temperatusa ambiente, se
tomo lectura de la absorbancia a 405 nm y la informacion obtenida se analizé empleando el
programa Revelation 2.0. Para comregir la vartacion de placa a placa, los resultados se

expresaron ¢omo una relacion de densidad optica (RDQ) con respecto a la media de cuatro

controles positivos.

RDO = Densidad optica del problema

Promedio de la densidad éptica de 4 sueros positivos

2.7.1.3 Interpretacion de los resultados.
Un valor de RDO 21 se considerd positivo, mientras que un valor <1 se interpret6
como un resultado negativo. Para corregir [a variacion de placa a placa y entre dia y dia, los

ensayos se llevaron a cabo para cada muestra al menos dos veces en dias diferentes.

2.7.2  Validacion del método

El método se validé con 80 sueros de pacientes que se vclasiﬁcaron como
infectados con H. pylori por el resultado positivo del andlisis histologico, la PRU y el
cultivo. Se incluyeron ademas 38 pacientes que se clasificaron como no infectados ya que
tuvieron un resultado negativo para las tres pruebas mencionadas. Se determino la
sensibilidad, especificidad el valor predictivo positivo, el valor predictivo negativo y la

exactitud del método de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
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Prueba de ELISA  Infectados con H. pylori No infectados con H. pylori

Positivo a b
Negativo c d
Donde:
Sensibilidad (a/atc) *100 Especificidad = (d/b+d)*100

Valor predictivo positivo (a/a+b)*100 Valor predictivo negativo = (d/d+c)* 100

Exactitud = (a+d/atb+c+d)*100

2.8 Clasificacion de los pacientes en grupos de estudio

2.8.1 Diagnostico de la infeccion

Una vez que se tuvieron los resultados de la PRU, el cultivo, el analisis
histopatologico y la determinacion de anticuerpos IgG anti-H. pylori, los pacientes se
clasificaron como H. pylori + si se demostré la presencia de la bacteria en al menos dos de
las pruebas anteriores. Los pacientes con sélo una prueba fueron eliminados dei estudio.

Los pacientes con las tres pruebas negativas fueron clasificados como H. pylori -.
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2.82  Grupos de estudio

Una vez que se tuvo el diagnostico de la infeccion, el resultado de la endoscopia
gastroduodenal y el analisis histologico se clasificaron los pacientes en grupos de estudio
Grupo N No infectados con H. pylori y sin patologia gastrica
Grupo G Infectados con A. pylori y con gastritis cronica
Grupo U Infectados con H. pylori y con ulcera duodenal o gastrica

Grupo C Infectados con H. pylori y con displasia o cancer gastrico

2.83 Tamafio de la muestra

Se incluyeron 30 pacientes en cada grupo de acuerdo com la formula para

comparacion de proporciones de mas de dos grupos (16).

2.9 Identificaciéon de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por inmunotransferencia
(Western blot)

2.9.1 Ensayo serologico

Se empled el estuche comercial HelicoBlot 2.1 (Genelabs Diagnostics, Singapore
Science Park, Singapore) en el cual los antigenos de H. pylori son separados previamente
por electroforesis en gel de poliacrilamida y transferidos a papel de nitrocelulosa. Todos los
reactivos necesartos estan incluidos en el estuche comercial.

Las tiras fueron incubadas al menos 5 minutos a temperatura ambiente con
amortiguador de lavado (Tris-tween 20) y posteriormente el amortiguador se removio por

aspiracion. Las tiras fueron incubadas con suero del paciente dilutdo 1:100 en agitacion
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durante una hora a temperatura ambiente. Se analizaron ademas con cada corrida tanto los
controles positivos como controles negativos incluidos en el estuche comercial. Las tiras se
lavaron 3 veces por aspiracion empleando amortiguador de lavado y se incubaron con IgG
anti-humana marcada con fosfatasa alcalina diluida 1:1000 en solucion bloqueadora (leche
desgrasada al 5% en amortiguador Tris) durante una hora. El conjugado se incubd con las
tiras a temperatura ambiente y con agitacion constante. Se lavo nuevamente 3 veces con
amortiguador de lavado, se afiadié el sustrato 5-bromo-4-cloro-2-indoil-fosfato y nitroazul
de tetrazolio y se agito6 durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente para permitir el
desarrollo de color. Las tiras fueron enjuagadas dos veces con agua desionizada para
detener la reaccion y colocadas en papel no absorbente para eliminar el exceso de agua. Las
tiras de los pacientes se compararon con las tiras control para detectar la presencia o
ausencia de anticuerpos anti-CagA y/o anti-VacA. La banda a 120 kDa indico la presencia
de anticuerpos especificos anti-CagA y la banda a 87 kDa indicé la presencia de
anticuerpos especificos anti-VacA. Se identificaron ademas algunas de las bandas
caracteristicas de H. pylori: 37 kDa, 35 kDa, 30 kDa (UreA) y 19.5 kDa, En cada tira se
incluye ademas una banda control de adicion de suero y un marcador de infeccion reciente

debajo de 1a banda control.

292  Validacion de la determinacion de anticuerpos anti-CagA por Western blot

La validacion de la determinacion de anticuerpos anti-CagA por Western blot se
llevo a cabo mediante la determinacion de la presencia del gen cagd empleando la técnica

de PCR en 50 cepas de H. pylori aisladas de los pacientes de estudio y la comparacion con
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los resultados obtenidos en la determinacion de anticuerpos anti-CagA en el suero obtenido

de esos pacientes con el resultado de PCR para cagA de las cepas aisladas.

2.93 Genotipificacion de cagAd empleando la PCR

2.9.3.1 Extraccion del DNA

El DNA se extrajo utilizando el método que emplea bromuro de hexadecil-trimetil
amonio (CTAB) (45). Una asada de cada cultivo de H. pylori se transfirid a un tubo de
microcentrifuga con 500 pl de agua estéril y se centrifugd a 5,000 g por 5 min. El
sedimento bacteriano se resuspendié en 560 pl de amortiguador TE 1X (TrisHCI 10 mM y
EDTA 1 mM, pH 8.0), 30 pl de 10% dodecil sulfato de sodio (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo) y 6 pl de una solucion de 10 mg/ml de proteinasa K (Sigma Chemical Co.). La
suspension bacteriana se incubd por 45 min a 37°C y después de la adicion de 100 pl de
NaCl S My 80 ul de CTAB al 10% (Sigma Chemical Co.)/NaCi 0.7 M, la mezcla fue
incubada a 65 °C por 10 min. El DNA se extrajo con 700 pl de cloroformo-isopropanol
(24:1) y con una mezcla fenol-cloroformo (1:24). El DNA se precipitdé con 0.6 ml de
isopropanol, se lavé con etanol al 70% y se dejé secar al aire. El sedimento seco se disotvio
en 50 pl de amortiguador TE 1X, el DNA se cuantificd por emiston fluorescente a 460 nm
después de excitacion a 365 nm (DyNA Quant Fiuoromeier, Pharmacia Biotech, San
Francisco, CA) y se ajust la concentracion de DNA a 100 ng/pl. para la investigacion de

la presencia de cag4 por PCR.
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2.9.3 2 Deteccion de cagd

Se emplearon los iniciadores descritos por Rugge et al (5-ATAATGCTAA
ATTAGACAACTTGAGCGA-3)Y(5-AGAAACAAAAGCAATAC
G ATC A -3"). Para la PCR de cada muestra, s¢ prepararon mezclas de reaccion en un
volumen de 50 pL con una concentracion 25 pM de cada iniciador, 1.5 mM de MgCl,, 50
mM de KCl, 10 mM de Tris-HCI pH 8.3, 100 yM de cada desoxinucleodsido trifosfato
(Qiagen, Santa Clarita, CA), 1 U de 7ag DNA polimerasa (Qiagen) y 100 ng de DNA
gendmico. Las reacciones fueron llevadas a vcabo en un termociclador automatizado
(Perkin-Elmer Corporation, Wellesley, MA) con 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por

1 min, apareamiento a 52°C por | min, y extension a 72°C por 2 mun.

2.9.3.3 Deteccion de los productos de PCR

Todos los productos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 2%,
tefiidos con bromuro de etidio y detectados bajo luz ultravioleta de onda corta. Se
emplearon estandares de 100 pares de bases como marcadores de peso molecular (Life
Technologies, Ontario, Canada). Se obtuvo una fotografia de cada gel empleando el equipo

Eagle eye II Still.
2.9.3 4 Determinacion de la sensibilidad y especificidad del ensayo

Se determinaron la sensibilidad y especificidad de la deteccion de anticuerpos

anti-CagA empleando las ecuaciones descritas en la seccion 2.7.2.
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2.10 Genotipificacion de HLA-DQA1 y DQBI1
2.10.1 Obtencion y preparacion del DNA genoémico humano

Se extrajo DNA a partir de leucocitos humanos empleando el método de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (26) para lo cual se colocaron de 300 a 500 pl. de sangre
periférica con etilendiaminotetracetato de sodio (EDTA) 0.5 mM como anticoagulante en
un tubo Eppendorf de 2 mL. Se centrifugé por 5 minutos a 4,000 r. p. m. (1,306 g) en una
centrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments Inc. Westbury, NY), para separar el paguete
celular, posteriormente se extrajo el plasma y se descarto. Se afiadieron 200 pL de solucién
amortiguadora de lisis TSNT (Tritén 100 al 2%, dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1%,
NaCl 100 mM, Tris-HC1 10 mM pH=8, Na;EDTA 1 mM) al paquete celular y se mezcld
suavemente por inversion. Se agregaron 500 pl de fenol saturado en solucién
amortiguadora de lisis TSNT y se mezclé perfectamente por inversion hasta la observacion
de una suspension homogénea café claro. Se agregaron 100 pL de una solucion de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitd por 5 min empleandc un agitador
mecanico. Se aftadieron 200 uL de amortiguador TE 1X, se mezclo perfectamente, se
centrifugd por 8 min a 14, 000 r. p. m. (15,996 g) y se transfirié la fase acuosa a otro tubo
Eppendorf de 1.5 mi. El DNA se extrajo nuevamente para Jo que se agregaron S00 uL de
fenol saturado y se mezclo por inversion. Se agregaron 100 uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y se agito empleando un agitador mecanico por 5 min. Se afiadieron 200
uL de amortiguador TE 1X y se mezclo. Se centrifugo por 8 minutos a 14,000 r. p. m.
(15,996 g) y se transfirio la fase acuosa a otro tubo Eppendorf de 1.5 mL. E! DNA se

precipitd agregando 1 mL de etanol al 100% y se mezcld lentamente por inversién hasta

32



observar la hebra de DNA. Se centrifugd por 8 minutos a 14,000 r. p. m. (15,996 g), se
decanto el sobrenadante y se lavo ¢l DNA con 1 mL de etanol al 70%. Posteriormente se
centrifugd por 8 min a 14,000 r. p. m. (15,996 g), se dejo secar al aire de 10 a 20 minutos y
se resuspendi6 en 50 pl. de amortiguador TE. Se determin6 la calidad y concentracion del
DNA por determinacién de la absorbancia a 260 y 280 nm. El DNA se conservo a -70 °C

hasta su empleo.

2.10.2 Amplificacion de HLA-DQA1 y HLA-DQB1

Se utilizd el estuche comercial Olerup SSP AB, (Saltsjobaden, Sweden) que emplea
ta técnica de PCR-SSP para la identificacion de alelos. Se amplificaron regiones de HLA-
DQA y HLA-DQBI1 por separado para lo cual se prepararon mezclas de reaccion de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (tabla II) en un volumen final de 10 uL. En el
estuche comercial los iniciadores estan incluidos deshidratados en cada uno de los tubos de
prueba, a los cuales se ad{ciona la Taq DNA polimerasa, los dNTPs, el amortiguador y el
DNA. Para la genotipificacion de HLA-DQAI1 se prepararon 24 mezclas de reaccion y para
la genotipificacion de HLA-DQBI1 se prepararon 8 mezclas de reaccion. Para la PCR se
empled un termociclador automatizado Termal Cylcer Hybaid (Franklin, MA, USA) con

las mismas condiciones para la amplificacién de ambas regiones (tabla ITI).

33



TABLA II. COMPONENTES DE LA MEZCLA DE REACCION PARA LA PCR

Taq DNA polimerasa: 0.4 U

dNTPs: 200 uM

Amortiguador: KCl 50 mM, MgCl; 1.5 mM, Tris-HCI pH 8.3 10 mM
Iniciadores: Especificos para algin alelo o grupo de alelos, control positivo.
DNA 50 ng

TABLA II1. CONDICIONES EMPLEADAS EN LA PCR PARA LA AMPLIFICACION

DE HLA-DQA1 Y HLA-DQBI1

Paso Nuimero de ciclos Temperatura Duracion (s)
1. 1 94 °C 120 Desnaturalizacion
1) 10 94 °C 10 Desnaturalizacion
65 °C 60 Apareamiento y extension
3. 20 94 °C 10 Desnaturalizacion
61°C 50 Apareamiento
72°C 30 Extension

2.10.3  Deteccion de productos amplificados

Una vez corrida [a PCR, los productos amplificados se visualizaron en geles de

agarosa al 2% en amortiguador TBE 0.5X (Tris base 0.0445 M, acido borico 0.0445, EDTA
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10 mM pH=8) para lo cual la agarosa se disolvié en un horno de microondas y se dejo que
la solucion se enfriara hasta aproximadamente 60°C. Se colocaron los productos de PCR en
los carriles correspondientes ademas de un marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega, Madison, WI)-y control negativo de reaccion. La electroforesis se corrid en
amortiguador TE 0.5X sin recirculacion del amortiguador por 50 minutos a 8-10 v/cm. Una
vez cormda la electroforesis, el gel se tind con bromuro de etidio (2pug/mL) durante 10 min

y fue lavado 3 veces con agua destilada.

2.10.4 Documentacion e interpretacion del gel

El gel se colocé en un transilominador UV Vilber Lourmat (Marne-La-valle
Cedex 1, France) y se documento por fotografia utilizando una camara DC40, (Kodak
Digital Science, Rachester NY, USA). La presencia y el tamafio de los productos de PCR
especificos fueron registrados y si se detectd la banda control correspondiente y/o se
detecto el producto de PCR especifico. Se interpreté el tubo como positivo para el alelo o
grupo de alelos especificos. Si solo se detectd la banda control y no se detect6 el producto
amplificado especifico el tubo se interpreté como amplificacion negativa para el alelo o
grupo de alelos especificos. La amplificacion fue repetida en los tubos en los que no se
detecto ni banda control ni productos de PCR especificos hasta que se obtuvo amplificacion
en todos los tubos. Se utilizo el software Helmberg Score (Genoviston-Olerup SSP Typing

Version, Saltsjobaden, Sweden) para la interpretacion total de la serie de tubos.



2.11 Analisis estadistico

2.11.1  Analisis univariado

Se compar¢ la media entre los grupos de estudio mediante un analisis de varianza.
Se determin® si existian diferencias significativas en el género entre los grupos de estudio
mediante la prueba de ° o la prueba exacta de Fisher de dos colas y se aplicé la correccion
de continuidad de Yates (16).
Se determiné si existian diferencias en la frecuencia de infeccion por cepas de H. pylori
CagA+ o VacA+ entre los grupos de estudio mediante la prueba de ¥ o la prueba exacta de
Fisher de dos colas con la correccion de continuidad de Yates. Se estimaron los valores de
de razon de momios [OR{odds ratio)] con un intervalo de confianza (IC) del 95% (16).
Se estimaron las frecuencias de cada uno de los alelos y se compararon entre los grupos de
estudio mediante la prueba de * o la prueba exacta de Fisher con la correccion de
continuidad de Yates. Se aplico ademas la correccion de Bonferron: a los valores de
probabilidad (p) para multiples comparaciones. Se calcularon ademds los valores de OR
con intervalo de confianza del 95%.
Para todas las pruebas estadisticas, un valor de p < 0.05 se consider¢ estadisticamente

significativo (16).

2.11.2  Analisis multivariado

Se construyeron 17 modelos de regresion logistica multivariada considerando la

presencia de cancer gastrico ¢ displasia como variable independiente y la infecciéon por H.
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pylori CagA+, VacA+ el no ser portador del alelo DQAI1 *0503, el género (masculino) y la
edad (>60 afios) como variables independientes. Cada modelo se construyo con diversas

combinaciones de estas variables y se calcularon los valores de OR e IC 95% para cada

modelo asi como ¢l valor de p.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Validacion del ensayo serologico

Se incluyeron 80 pacientes que se definieron como infectados con H. pylori por el
resultado positivo del analisis histologico, la PRU y el cultivo. Se incluyeron ademas 38
pacientes que se consideraron no infectados con H. pylori ya que tuvieron un resultado
negativo para las 3 pruebas. Empleando este criterio de diagnéstico, se obtuvo una
senstbilidad del 97.5%, una especificidad del 78.9%, una valor predictivo positivo del

90.7%, un valor predictivo negativo del 93.8% y una exactitud de 91.5.

3.2 Diagnéstico de la infeccion y clasificacion en grupos de estudio

321 Diagnéstico de la infeccion

El diagnéstico de la infeccidn se realizé por el resultado de ta PRU, el cultivo, el
analisis histopatologico de biopsias y la determinacion de anticuerpos IgG anti-f. pylori

Los resultados de las pruebas se muestran en el apéndice E.

3.2.2 Clasificacion de los pacientes en grupos de estudio

Una vez que se tuvo el resultado del analisis endoscopico y el diagnostico de la

infecciéon por H. pylori se realizo la clasificacion de cada uno de los pacientes en grupos de
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estudio. Como era de esperarse, la mayoria de los pacientes integrados a este estudio
nacieron en los estados de Nuevo Ledn, Coahuila y Tamaulipas (apéndice F y figura 5).

Se encontr6 que existen diferencias significativas entre las medias de edades en los grupos
de estudio N-C y los grupos N-U (p< 0.01). En los grupos U y C se tuvo mayor proporcion
de hombres que mujeres y por el contrario, en los N y G se encontré que la mayoria de los

pacientes fueron mujeres (tabla I'V).

TABLA IV. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION EN CADA UNO DE LOS
GRUPOS DE ESTUDIO

Media de edad £DS* Rango de edad Femenino:Masculino

Normal n=30 39.6+ 15.9 162 77 2.75
Gastritis n=30 4904+ 189 15292 4.80
Ulcera n=30 59.5+20.5 20 a 90 0.43
Cancer n=22 62.7 £ 14.4 33484 0.30

Displasia =8

*Diferencias significativas entre grupos Normal-Ulcera y Normal-Cancer (p<0.01)
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Figura 5. Comparacion del lugar de nacimiento de los pacientes entre los grupos de estudio.
COAH, Coahuila, ZAC, Zacatecas; TMP, Tamaulipas; SLP; San Luis Potosi, NL, Nuevo

ledn

3.3 Determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por Western blot

Las tiras de Western blot de cada uno de los pacientes se compararon con las tiras
control para detectar la presencia o ausencia de anticuerpos anti-CagA yf/o anti-VacA
(figura 6). Los resultados obtenidos fueron tabulados y analizados (Apeéndice ). La
interpretaciéon de cada una de las tiras se realizdo ademas por otra persona ajena a este

trabajo y que no tenia informacion alguna de los demas resultados.
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3.3.1 Determinacion de la sensibilidad de la determinacion de anticuerpos anti-CagA por
Western blot

De las 50 cepas estudiadas, 32 (64%) fueron cagd+ y 18 (36%) fueron cagA-. Se

obtuvo una sensibilidad del 96.9% y una especificidad del 100%.

3.3.2 Frecuencias de la infeccion por cepas de H. pylori CagA+ en los grupos de estudio

Se caleyld la frecuencia de infeccion por cepas de H. pylori CagA+ para cada uno
de los grupos de estudio. Las frecuencias se graficaron (figura 7), se determiné si existian
diferencias significativas en las frecuencias para fa infeccion por cepas de H. pylori CagA+
entre los grupos de estudio y se encontraron diferencias significativas entre los grupos G-C
(OR=11.76, 1C95%=10.37-13.16) (tabla V). No se ercontraron diferencias significativas
entre las otras posibles combinaciones de grupos de estudio.

Se realizo la determinacion de anticuerpos anti-CagA en 10 sueros de pacientes
del grupo H. pylori- y sin patologia gastrica y no se detecté la presencia de anticuerpos

anti-CagA en ninguno de los sueros.
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Figura 6. Ejemplo de patrones de Western blot obtenidos con los sueros de 14 pacientes
estudiados empleando el estuche comercial HelicoBlot 2.1. La banda de 116 kDa es el
producto del gen cag4, la banda de 89 kDa es el producto de vac4, la banda de 67 kDa es
una flagelina, la banda de 30 kDa es una subunidad de ureasa, la banda de 19.5 es una
proteina de H. pylori de la cual se sabe poco acerca de su funciéon. De acuerdo con
instrucciones del fabricante, 1a banda IA es un marcador de infeccion activa y la banda
CAS es un control de adicion de suero. El nimero 1 representa el suero control positivo, el
nimero 2 el control negativo y los nimeros del 3 al 16 representan pacientes. Los pacientes

3-13, son CagA-+, VacA+ y los sueros del 14 al 16 son CagA-, VacA-.
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3.3.3 Frecuencias de la infeccidn por cepas de H. pylori VacA+ en los grupos de estudio

Se obtuvo la frecuencia de infeccion por cepas de H. pylori VacA+ para cada uno

de los grupos de estudio. Las frecuencia§ obtenidas se graficaron (figura 7), se determiné si

- existian diferencias significativas entre las frecuencias para la infeccién por cepas de H.

pylori VacA+ entre los grupos de y se encontraron diferencias significativas entre los

grupos G-C (OR=3.05, IC 95%=2.09-4.08 (tabla V). No se encontraron diferencias
significativas entre las otras posibles combinaciones de grupos de estudio.

Se realizd la determinacion de anticuerpos anii-VacA en 10 sueros de pacientes del grupo

H. pylori- y sin patologia gastrica y no se detectd la presencia de anticuerpos anti-VacA en

ninguno de los sueros.

100 - 90.0
" $0.0
g A Gastritis
g BUlcera |
L ]
g Cancer '
o

VacA

Figura 7. Frecuencias de infeccién por cepas de H. pylori CagA+ y/o VacA+ en los grupos

de estudio.
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TABLA V. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-

CagA ANTI-VacA EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Normal Gastritis Ulcera n(%) Cancer (%)
n=10 n=30 n=30 n=30
VacA n(%) 0(0) 13(43.3) 16(53.3) 24(80.0)
CagA n(%) 0(0) 17(56.7) 22(73.3) 27(90.0)

3.4 Frecuencias de alelos en las regiones HLA-DQA1 y HLADQBI en los grupos de

estudio

El resultado de la combinacion de resultados tanto para la region DQAI como DQBI se
interpretaron empleando el sofiware Helmberg Score. Algunos ejemplos de
genotipificacion se muestran en las figuras 8 y 9.

Los resultados de la genotipificacion de HLA-DQAI y DQB1 se tabularon de acuerdo a los
grupos de estudio (apéndice H ).

Se determinaron las frecuencias de cada uno de los alelos tanto de la region DQA1 (tabla
V1) como de la region DQBI (1abla VII) en los grupos de estudio. En la region HLA-DQA
se encontraron diferencias significativas en la frecuencia del alelo DQA1*0503 entre los
grupos N-C (p <0.05), OR= 0.1071, IC 95% 0.021-0.54. Ademas, se encontraron
diferencias significativas para este mismo alelo entre los grupes G-C (p <0.05), OR=

0.0934, IC 95% 0.02-0.46.
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Figura 8. Ejemplo de las genotipificaciones del locus DQA1 empleando el estuche
comercial Olerup SSP®. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR.
La linea 0 corresponde al marcador de peso molecular de DNA de 100 pb (Promega, Life
Science). En la figura A séio se detectan los productos amplificados control en los carriles
1-7,9, 11, 12 y 14-23. Los carriles 8, 10, 13, y 24 muestran ademas bandas de 65, 185, 225
y 240 pb respectivamente, que son los productos amplificados esperados para los alelos
buscados. La genotipificacidn es homocigoto para *03011.

En la figura B solo se detectan los productos amplificados control en los carriles 3-7, 9, 11,
12, 14-19 y 21-23. Los carriles 1, 2, 8, 10, 13 y 24 muestran ademas bandas de 145, 170,
65, 185, 225 y 240 pb, respectivamente, que son los productos amplificados esperados para

los alelos buscados. La tipificacion es *0101, *03011.
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Figura 9. Ejemplo de las genotipificaciones del locus DQB! empleando el estuche
comercial Olerup SSP. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR. A.
La linca O corresponde al marcador de peso molecular de DNA. Las lineas 1 a 7
representan la amplificacion controf. La banda 8 indica un resultado positivo para el alelo
*04. En este gel se aprecia que el paciente es homocigoto para el alelo *04.

B. La linea 0 corresponde al marcador de peso molecular de DNA. Los carviles 2, 3, 4, 6 y
8 dieron productos solamente amplificados de 430 pb lo cual corresponde a las bandas
control por lo que son negativos para los alelos estudiados en cada uno, Los carriles 1, Sy 7
muestran productos de 515 pb que comresponden a los productos control, pero ademas
dieron productos de 220, 125 y 135 bp respectivamente, por lo que la genotipificacion es

*05 y 0301,*0309.
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No se encontraron diferencias significativas en otros alelos entre los grupos de estudio. No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio de algin alelo de HLA-

DQOBI.

47



TABLAVI. ALELOS DE DQA1 MAS FRECUENTES EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Alelo
*0101
0102 (0102 + *01021 + *01022)
*0103
*01012
*01041
*0201
*0303
*03011
*0401
*(0503
*¥0501
*0504
*05011

*05012

Frecuencia en grupos de estudio

n (%)
Normal  Gastritis  Ulcera Cancer
8(13.33) 14(2333) 8(1333) 12(20.0)
16(2667) 2(333)  8(1333) 20(33.33)
0(0.0) 2(333) 4(667) 4(667)
0(00) 4667 2(333)  2(3.33)
2(333) 4(667)  6(10.0)  0(0.0)
10(16.67) 8(13.33) 10(1667) 6(10.0)
0(0.0) 0(0.0) 4(667)  4(667)
20 (33.33) 30(50.0) 26(43.33) 20(33.33)
38 (63.33) 8(13.33) 20(33.33) 20(3333)
24 (40.0) 26(43.33) 6(10.0)  4(6.67)
2(333) 6(1000) 6(100)  0(0.0)
4(667) 2(333) 8(1333) 2(3.33)
2(333) 2(333)  0(00)  8(1333)
6(10.0) 8(13.33) 2(333) 10(1667)
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TABLA VIl FRECUENCIAS DE ALELOS DE HLA-DQB1 ENCONTRADAS PARA

CADA UNO DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Frecuencia en grupos de estudio

n (%)

DOQB Normal Gastritis Ulcera Cancer

*02 14(23.33) 18 (30.0) 18 30.0)  4(6.7)

*0301, 0308 24 (40)  20(33.3) 16 (26.7)  14(233)

*0302, *0304, *0305, *0307,%0308 24 (40.0)  40(66.67) 36 (60.0) 40 (66.67)
*0303, *0306 6 (10) 6 (10.0) 2(3.3) 12 (20.0)

*04 26(43.33) 8(13.3) 20 33.3)  20(33.3)

*05 12(20.0) 20 (33.3) 18 (30.0)  6(10.0)

*06 18(30.0)  8(13.3) 10(16.7) 24 (40.0)

3.5 Anilisis de¢ regresién logistica multivariada

Ya que en el analisis univariado se encontraron diferencias estadisticamente significativas
de la edad, el género, la prevalencia de H. pylori CagA+, VacA+ y en las frecuencias del
alelo DQA1*0503 en relacién con ¢l grupo cancer, el analisis multivariado se dirigi6 a la
combinacion de factores en relacién con el desarrolle de cancer gastrico.

Se realizd un aanalisis de regresion logistica tomando en cuenta la presencia de cancer
gastrcio o displasia como variabie dependiente y como variables independientes la infecion

por cepas de H. pylori CagA+, VacA+, tener mas de 60 aiios, ser del género masculino y no
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ser portador del alelo DQA1*0503. Este dltimo factor se habia encontrado en el analisis
univariado que podria ser un factor protector para el desarrollo de cancer por lo que s¢
convirtio a factor de riesgo la ausencia del alelo.

Se construyeron 17 modelos de regresion logistica con la combinacion de variables (tabla
IX) y como puede apreciarse en los primeros 5 modelos, los valores de p se incrementan a
medida que se incrementan las variables hasta llegar a un modelo de S variables
independientes en el cual la infeccion por cepas de H pylori CagA+, VacA+, el no ser
portador del alelo HLA-DQA1 *0503, tener mas de 60 afios y ser del género masculino
explica en un 92 93% la probabilidad de padecer cancer.

El maximo valor de p se obtiene con el modelo 5, el cual incluye las 5 variables estudiadas.
El minimo valor de p se obtiene con el modelo 17, en el cual se incluyen la infeccion por
cepas de H. pylori CagA+, VacA+ y la edad.

Se calcularon ademas los valores de OR corregidos y los intervalos de confianza para cada
una de las variables (tabla IX) y como puede observarse, en el modelo que considera la
combinacion del mayor nimero de vanables (modelo 5) solamente la edad tiene intervalos
de confianza significativos.

La infeccion por cepas de H. pylori CagA+ tiene intervalos de confianza significativos en 9
de los modelos de regresion construidos. La infeccion por cepas de 1. pylori VacA+ no es

significativa en ninguno de los modelos de regresion estudiados.
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3.6  Asociacién en desequilibrio de los diferentes haplotipos

Se determinaron las frecuencias de los diferentes haplotipos y los coeficientes de asociacién
en desequilibrio. Se determiné si existia asociacion en desequilibric mediante la prueba de

x”. No se encontré asociacién en desequilibrio entre los diferentes haplotipos estudiados.



CAPITULO 4
DISCUSION

En este trabajo se empled un método previamente desarrollado para la determinacion de
anticuerpos 1gG anti-H. pylori. El método se valido para conocer su utilidad diagnéstica en
fa poblacion de estudio. Se obtuverion valores de sensibilidad del 97.5 y de exactitud del
91.5, los cuales son similares a los obtenidos es otros estudios (2).

En base a que las pruebas para el diagnostico de la infeccion por H. pylori no tuvieron
sensibilidades y especificidades del 100%, en este trabajo se emplearon 4 pruebas
diferentes. Solamente los pacientes con al menos dos pruebas positivas fueron considerados
como infectados con H. pylori y s6lo los pacientes con las cuatro pruebas negativas se
consideraron como no infectados.

Una de las preocupaciones principales al inmiciar este trabajo fue que resuitara dificit
completar el grupo de estudio cancer. Este grupo se completo en 16 meses. El grupo normal
se integro en 18 meses.

Es generalmente aceptado que la edad y el género masculino son factores de riesgo para el
desarrollo de cancer gastrico o ulcera (4, 12, 14, 19). Los resultados de este trabajo
mostraron claramente esta asociacion.

Diversos estudios han sugerido que un factor de riesgo para el desarrollo de cancer géstrico
es la edad de adquisicion de la infeccion. La infeccton en etapas tempranas de la vida
inducen una respuesta inflamatoria mas intensa, el desarrollo de gastritis atrofica y un
mayor riesgo al desarrollo de cancer gastrico (9).

Aunque la edad de adquisicién de la infeccion no pudo ser determinada en este trabajo, es

probable que la edad esté implicita en la asociacion con céncer gastrico, ya que los
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pacientes con cancer gastrico mostraron una media de edad mayor por lo que es probable
que la adquisicion de H. pylori en nuestra poblacion sea edades tempranas tal como ha sido
descrito en otros paises en vias de desarrollo (12).

A nivel mundial las tasas de cancer gastrico y la incidencia de la infeccion por H. pylori
estan dechinando (12). En los paises desarrollados actualmente las ta.sas de infeccién en
nifios son menores del 10%. Los cambios en la prevalencia de la infeccion por H. pylori, 1a
industrializacion y la mejoria en las condiciones socioeconémicas de muchas poblaciones
podrian en un futuro ayudar a explicar los cambios en la epidemiologia del cancer gastrico.
Diversos estudios han mostrado asociacién de la infeccion por cepas de H. pylori CagA+
y/o VacA+ con el desarrollo de enfermedad Glcero péptica o cancer gastrico (4, 10, 15, 21,
22, 31, 39, 51, 52, 61). En lo que respecta a la infeccion por cepas de . pylori CagA+ vy el
desarrollo de cancer, se han reportado valores de OR que van desde 3.1 hasta 10.2. Los
resultados de este trabajo confirmaron que la asociacion con camcer gastrico fue
estadisticamente significativa ¢ incluso muestran valores similares a los previamente
reportados, sin embargo la asociacion con el desarrollo de enfermedad tlcero péptica no fue
estadisticamente significativa. Es probable que se logre la confirmacion si se estudia un
tamafio de muestra mayor.

La importancia clinica de los factores de virulencia relacionados con la bacteria es todavia
motivo de un controversial debate. La informacion actual sugiere una considerable
variacion genética en diferentes regiones geograficas y también diferentes tasas de
prevalencia de enfermedad. Si bien es claro que la infeccion por H. pylori es probablemente
el factor critico en el inicio de la inflamacion, aun no se conocen factores bactenanos que

invariablemente se asocien con enfermedad. Los factores del hospedero pueden, al menos
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parcialmente determinar la respuesta a la infeccién por H. pylori. Los factores del medio
ambiente pueden tener también un papel importante en la presentacion clinica.

Tanto el desarrollo de ulcera como el cancer gastrico tienen antecedentes familiares, lo cual
podria explicarse ya sea por la infeccion por H. pylori entre los miembros de la familia por
la misma cepa virulenta o por las caracteristicas inmunogenéticas de los hospederos.
Algunas investigaciones han mostrado asociacion entre algunos aielos de HLA-DQAL1 o
DQBI1 con las diferentes patologias gastricas relacionadas con H. pylori, sin embargo no
han logrado reproducir esta asociacidn en grupos étnicos diferentes.

Los resultados de este trabajo muestran que el ser portador del alelo DQA1 *Q0503 podria
representar un factor protector para el desarrollo de cancer gastrico o displasia. Es
importante mencionar que esta asociacion no habia sido descrita previamente ¢ incluso no
se habia descrito la asociacion de este alelo con alguna otra de las patologias gastricas
relacionadas con . pylori. Es necesario investigar la frecuencia del alelo DQA1*0503 en
otras poblaciones para establecer si la asociacion es consistente tanto experimental como
epidemiolégicamente.

En el analisis univariado, la edad, el género masculino, la infeccion por cepas de H. pylori
CagA+, VacA+ y el alelo DQA1 *0503 mostraron asociaciones significativas con los
pacientes con cancer gastrico o displasia. En cada una de estas variables se obtuvieron OR
con valores de IC 95% muy significativos, con lo cual se mostrd una clara asociacion de
estas variables con el desarrollo de cancer gastrico o displasia.

Para el analisis multivariado se construyeron 17 modelos de regresion logistica
considerando todas las variables con OR ¢ IC 95% significativos en el analisis univariado.
En cada uno de los modelos se observa que no todas las variables tienen IC 95%

significativos. Solamente el modelo modelo 11 incluye dos variables con IC 95%
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significativos, los modelos 1, 3 al 10 y 12 al 17 tienen solo una variable significativa y el
modelo 2 no tiene variables significativas.

En el modelo que incluye la infeccion por cepas de H. pylori CagA+, VacA+ y el no ser
portador del alelo DQA1 *0503 sclamente la ausencia de alelo tiene IC significativos (OR=
8.53, IC 95%~=1.51-48.1).

En ¢l modelo que incluyo el mayor nimero de variables, solamente la edad (>60 afios)
tiene IC 95% significativos (OR= 15.71 IC 95%= 3.08-74.56). Esto nos muestra que la
edad es la variable que tiene mayor participacion en la combinacién de factores.

Es interesante ademas que la infeccion por cepas de H. pylori CagA+ es la variable que
tiene el mayor namero de 1C 95% significativos en los modelos estudiados, lo cual le da
cnsistencia como factor de riesgo. Otra variable muy interesante es 1a infeccion por cepas
de H. pylori VacA+, ya que no presenta IC 95% significativos en ninguno de los modelos
de regresion estudiados. Esto podria sugerir que la asociacion de enfermedad no es con la
presencia de anticuerpos anti-VacA sino tal vez con alelos de vacA, tal como ha sido
propuesto (3).

Estos modelos no habian sido construidos previamente en otros trabajos, por lo que no es
posible comparar los resunltados con estudios previos

En e} andlisis mulivariado los valores de p nos muestran en qué medida se puede explicar el
desarrollo de cancer con la combinacion de variables en cada modelo. De acuerdo con el
modelo que involucra el mayor nimero de variables, si los pacientes estan infectados por
cepas de H. pylori CagA+, VacA+, no son portadores del alelo DQA1*0503, tienen mas de
60 aiios y son del género masculino se explica en un 92.93% la probabilidad de padecer
cancer gastrico. Probablemente 1a edad a la cual los pacientes adquirieron la infeccion tiene

una influencia importante en el valor de p.
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En este trabajo se estudio la asociacion de factores bacterianos y factores del hospedero con
las diversas presentaciones clinicas relacionadas con H. pylori, el cal no habia sido
previamente reportado. Aunque la asociacion con la infeccion con cepas de H. pylori
CagA+ y/o VacA+ ya habia sido descrita, en este trabajo se describe por primera vez la
probable participacion del alelo DQA1 *0503, ya que los estudios previos de asociacion de
alelos de HLA DQ con las presentaciones clinicas relacionadas con H. pylori han descrito
la probable participacion de otros alelos (5-7, 40, 55).

Los conceptos actuales del estudio de los factores de riesgo del hospedero muestran una
probable participacion de los polimorfismos de la IL-f3 para el desarrollo de cancer gastrico
(19), el estudio de polimorfismos en esta poblacion podria permitir la definicion de una

asociacion mas clara,

La infeccion por H. pylori es cosmopolita. Las manifestaciones clinicas relacionadas con la
infeccion parecen ser el resultado de interacciones complejas entre los factores de
virulencia de la bacteria, la edad de adquisicion de la infeccion, factores del hospedero y
probablemente también factores ambientales y de la dieta. La definicion de la participacion

de cada uno de ellos requiere estudios posteriores.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

. La edad es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico.

. El cancer gastrico es mas frecuente en el género masculino que en el género femenino.

. El desarrollo de enfermedad alcero-péptica es mas frecuente en el género masculino
que en el género femenino.

Los pacientes infectados por cepas de H. pylori CagA+ tienen mayor riesgo al
desarrollo de cancer que los individuos infectados por cepas de H. pylori CagA-.

. Los pacientes infectados por cepas de H. pylori VacA+ tienen un riesgo mayor al
desarrollo de cancer que los individuos infectados por cepas de H. pylori VacA-.

. La presencia del alelo HLA-DQA1*0 503 podria representar un factor protector al
desarrollo de cancer gastrico.

. Con base en estos resultados, ningin alelo de HLA-DQB1 parece ser un factor de
riesgo o protector al desarrollo de las diferentes patologias gastricas relacionadas con H.
pylori.

. La infeccion por H. pylori CagA+, VacA+ y no ser portador del alelo DQA1*0503
explica una probabilidad del 74.13% de padecer cancer gastrico o displasia. Si se
considera ademas el tener mas de 60 afios la probabilidad aumenta al 83.11%. Si se

considera ademas el ser del sexo masculino la probabilidad aumenta al 92.93%.
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APENDICES

APENDICE A

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Prueba de ureasa

Inocular la cepa de estudio de agar urea de Christensen por picadura y estria.

Incubar a 37°C por un maximo de 6 horas

Observar el medio de cultivo e interpretar la prueba

Interpretacion: Positiva color rojo en el medio de cultivo
Negativo no hay cambio en el color del medio.

Prueba de catalasa
Tomar una asada de la cepa de estudio y sumergirla en 1| mL de H,0,al 30%
Observar e interpretar la prueba
Interpretacion: Positivo formacion de burbujas
Negativo no hay formacion de burbujas.

Prucba de oxidasa
Impregnar un papel filtro con una gota de reactivo de oxidasa (cloruro de N, N, dimetil-p-
fenilendiamina al 1% en agua)
Tomar una asada de la bacteria de estudio teniendo cuidado de no arrastrar medio de
cultivo
Extender la colonia en el papel filtro empapado en el reactivo de oxidasa
Observar e interpretar la preuba:
Interpretacion: Positivo formacion de color rosa-morado-negro.
Negativo No hay cambio de color
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APENDICE B

TINCIONES

Tincion de Gram

Se tifie con cristal violeta durante un minuto

Enjuagar con agua destilada

Cubnir la preparacion con solucion de lugol y se deja actuar durante un minuto
Se enjuaga con agua destilada para eliminar el exceso de lugol

Decolorar con alcohol al 70% durante 10 segundos

Cubrir la preparacion con safranina durante 30 segundos

Enjuagar con agua destilada

Se deja secar al aire y se observa la preparacion con objetivo de 100 X
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APENDICE C

MEDIOS DE CULTIVO O DE TRANSPORTE

Agar Columbia con sangre al 10% y el enriquecimiento Iso VitaleX al 1%
Pesar 39 g de polvo y se agrega 1 L de agua destilada pH=7

Calentar hasta ebullicion hasta disolucion del agar

Esterilizar en autoclave a 121°C, 151b por 15 min

Enfriar a aproximadamente 45°C y se agregan 10 mL de enriquecimiento Iso
VitaleX

Agregar 100 mL de sangre y mezclar evitando la formacion de burbujas
Vaciar en pacas Petri y dejar solidificar a temperatura ambiente.

Incubar 24 h a 37°C para verificar la pureza del medio.

Medio de transporte de Stuart

Sc pesan 19 g de medio y se disuelven en 1 L de agua destilada pH=7
Se disuelve el medio calentando a ebullicion

Dispensar en tubos de vidrio de tapon de rosca de 13X 100mm

Esterilizar en autoclave a 121°C, 15ib por 15 min
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APENDICE D

PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Acido citrico 0.1M

Pesar 9.6 g de acido citrico y disolver en 500 mL de agua destilada

Agarosa al 8%

Disolver 0.4 g de agarosa en 50 mL de TBE 1X calentando en microondas o en una plancha

de calentamiento.

Amortiguador de carbonatos 0.05 M pH 9.6
Pesar 1.59 g de Na;CO3, 2.93 g de NaHCO; y 0.2 g de NaNj3 y diluir en 1 L de agua

destilada

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.2 a 7.4
Solucion A. 30 g de NaH,PQ, y disolver en 500 mL de agua destilada
Solucion B. Pesar 35.5 g de Na;HPO4 y disolver en 500 mL de agua destilada

Mezclar 60 mL de la solucion A y 200 mL de la solucion B

Amortigaador Mcllvans.

Mezclar 9.35 mL de Na,HPO,4 0.2 M con 10,65 mL de una solucion de acido citrico 0.1M,
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Bromuro de etidio 0.5 mg/mL (solucién stock)
Disolver 25 mg de bromure de etidio en 40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y

almacenar a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio ambar.

Bromuro de etidio 2 pg/mL (solucion de trabajo)
Preparar una dilucion 1:250 de la solucion stock para tefiir los geles (1 mL de la solucion

stock mas 249 mL de agua ultrapura).

Cloroforme-alcohol isoamilico 24;1

Mezclar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol iscamilico.

EDTA 500 mM pH=8
Disolver 18,612 g de Na;EDTA en 40 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0 con

lentejas de NaOH y aforar a 100 mL con agua ultrapura. Esterilizar en autoclave.

Etanol al 70%

Mezclar 35 mL de etanol al 100% y 15 ml. de agua destilada esténl.

Fenol saturado

Fundir el fenol a temperatura de 68°C (destilar si su aspecto fundido no es cristaling).
Equilibrar el fenol a pH mayor de 7.8

Agregar hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1%
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Afiadir un volumen de solucion amortiguadora Tris-HC1 0.5 M pH=8 y mezclar con una
barra magnética hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor que 7.8

Agitar durante 48 horas a temperatura de refrigeracion.

Dejar que se separen las fases y eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a
una linea de vacio con trampa o un embudo de separacion.

Repetir la misma operacion pero utilizando solucién amortiguadora Tris-HC} 0.1 M pH=8
Eliminar la fase acuosa final y afiadir 0.1 volomenes de Tris-HC! 0.1 M pH=8 conteniendo
b-mercaptoetanol a una concentracién final de 0.2%.

Almacenar en un frasco oscuro a -20°C. Conservar el fenol en uso a 4°C

Fosfato de sodio monoacido de sodio 0.2 M

Pesar 14.2 g de Na,HPO, y disolver en 500 mL de agua destilada

Jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%)
Disolver 235 mg de bromofenol, 25 mg de xilencianot y 3 mL de glicerol en TE 1X pH=8.

Aforar a 120 mL. No esterilizar.

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1%
Mezclar 5 mL de una solucion de SFDS al 10% en 50 ML de agua destilada.

Esterilizar en autoclave.

PBSTT (Solucién de lavado)
Pesar 165.7 g de NaCl, 2 g de timerosal, y disolver en 400 mi. de amortiguador de fosfatos.

Afiadir 10 mL de tween 20 y aforar a 20 L, con agua destilada.
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PBSTTG (Solucion bloqueadora)
Pesar 1 g de gelatina y disolver en PBSTT calentando en un bafio de agua a 50 a 60°C hasta

disolucion total. Dejar enfriar antes de usat.

Solucién amortiguadora de lisis TSNT

(Triton 100 al 2%, SDS al 1%, NaCl 100 mM, Tris-HC! 10 mM pH=8, EDTA 1mN).
Disolver 500 mL de triton 100 en 125 mL de agua destilada

Disolver 146.25 mg de NaCl, agragar 2.5 mL de SDS al 10%, 500 mL de Tris:HCI 500 mM
pH=8 y 50 mL de EDTA 500 mM y aforar a 25 mL

Esterilizar en autoclave.

Solucién de desarrolio de color

Inmediatamente antes de usar, mezclar 20 mL de amertiguador de Mcllvains, 20 mg de 2-

azinobis (3-etilbenztiazolin-6-acido sulfénico (ABTS), y 32 puL de H;0; al 30%.

TBE 10 X
Solucion stock (Tris-base 89 mN, acido borico 89mM, EDTA 20 mN pH=8)
Disolver 54 g de Tris-Base, 27.5 g de &cido bonico en 20 mL de EDTA 0.5 M pH=8y

aforar a 500 mL con agua ultrapura.

TBE 1X,
Solucién de trabajo (Tris-base 0.089 M, acido bérico 0.089 M, EDTA 2 mM pH=8)

Mezclar 500 mL de Tris-HC] 500 mM pH=8 y 50 mL de EDTA 500 mM en agua destilada
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Ajustar el pH a 8 y aforar a 25 mL.

Esterilizar en autoclave.

Tris-HC1 500 mM pH=8 (Solucién stock)
Disolver 30.3g de trisma base en 300 mL de agua ultrapura
Ajustar el pH con HCI 12F y aforar a 500 mL

Esterilizar en autoclave.
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APENDICE E
(1/4)

Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para el diagnostico de la infeccion por

H. pylori
Clave | Cultivo PRU Histologia RDO ELISA 1gG | Interpretacion ELISA
1 [Negativo| Negativo Negativo 038 Negativo
2 [Negativo] Negativo Negativo 0.21 Negativo
3 [Negativo| Negativo Negativo 0.24 Negativo
4 |Negativo| Negativo Negativo 0.26 Negativo
5 [Negativo] Negativo Negativo 0.25 Negativo
6 [Negativo| Negativo Negativo 0.32 Negativo
7 |Negativo| Negativo Negativo 0.34 Negativa
8 |[Negativo; Negativo Negativo 0.23 Negativo
9 |[Negativo| Negativo Negativo 0.33 Negativo
10 |[Negativo| Negativo Negativo 0.16 Negativo
11 |Negativo] Negativo Negativo 042 Negativo
12 [Negativo| Negativo Negativo 0.19 Negativo
13 [Negativo| Negativo Negativo 0.52 Negativo
14 |Negativo| Negativo Negativo 0.33 Negativo
15 |Negativoj Negativo Negativo 0.20 Negativo
16 |[Negativo| Negativo Negativo 0.22 Negativo
17 |Negativo| Negativo Negativo 035 Negativo
18 |[Negativo| Negativo Negativo 0.39 Negativo
19 [Negativol Negativo Negativo 0.67 Negativo
20 [Negativo| Negativo Negativo 0.04 Negativo
21 [Negativo| Negativo Negativo 0.32 Negativo
22 |Negativo| Negativo Negativo 0.05 Negativo
23 |[Negativo| Negativo Negativo 0.09 Negativo
24 [Negativo] Negativo Negativo 0.09 Negativo
25 |Negativo| Negativo Negativo 037 Negativo
26 |Negativo| Negativo Negativo - 0.14 Negativo
27 (Negativo| Negativo Negativo 0.38 Negativo
28 (Negativo| Negativo Negativa 0.36 Negativo
29 |Negativo] Negativo Negativo 0.42 Negativo
30 |Negativo] Negativo Negativo 0.40 Negativo
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APENDICE E

2/4)
Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para el diagnostico de la infeccion por
H. pylori
Clave Cultivo PRU Histologia RDO ELISA IgG  [Interpretacion ELISA
31 | Positivo Positivo Positivo 2.77 Positivo
32 | Positivo Positivo Positivo 3.02 Positivo
33 | Positivo Positivo Positivo 4.05 Positivo
34 | Positivo Positivo Positivo 2.73 Positivo
35 | Positivo Positivo Positivo 1.06 _ Positivo
36 | Positivo Positivo Positivo 1.57 Positivo
37 | Positivo Positivo Positivo 448 Positivo
38 | Positivo Positivo Positivo 2.56 Positivo
39 | Positivo Positivo Positivo 439 Positivo
40 [Negative| Positivo Positivo 039 Negativo
41 | Positivo Positivo Positivo 5.85 Positivo
42 | Positivo Positivo Positivo 3.83 Positivo
43 | Positivo Positivo Positivo 4,84 Positivo
44 | Positivo Pasitivo Positivo 2.74 Positivo
45 | Positivo Positivo Positivo 2.96 Positivo
46 | Positivo Positivo Positivo 4.19 Positivo
47 | Positivo Positivo Positivo 3.05 Positivo
48 | Positivo Positivo Positivo 413 Positivo
49 | Positivo Positivo Positivo 2.60 Positivo
50 | Positivo Positivo Positivo 3.89 Positivo
51 | Positivo Positivo Positivo 6.33 Positivo
52 | Positivo Positivo Positivo 4.29 Positivo
53 | Positivo |  Positivo Positivo 2.57 Positivo
54 | Positivo Positivo Positivo -4.66 Positivo
55 | Positivo Positivo Positivo 6.01 Positivo
56 | Positivo Positivo Positivo 2.45 Positivo
57 | Positivo Positivo Positivo 3.15 Positivo
58 | Positivo Positivo Positivo 2.07 Positivo
59 | Positivo Positivo Positivo 4,73 Positivo
60 | Positivo Positivo Positivo 413 Positivo
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APENDICE E

(3/4)
Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para el diagnostico de la infeccién por
H. pylori

Clave, Cultivo PRU Histologia RDO ELISA IgG  |Interpretacion ELISA
61 | Negativo | Positivo Positivo 4.78 Positivo
62 | Positivo | Positivo Paositivo 5.04 Positivo
63 | Positivo | Positivo Negativo 3.97 Positivo
64 | Negativo | Negativo Positivo 2.50 Positivo |
65 | Negativo | Negativo Positivo 1.45 Positivo
66 | Positivo | Negativo Positivo 2.00 Positivo
67 | Positivo Positivo Positivo 1.25 Positivo
68 | Posttivo Positivo Positivo 1.97 Positivo

hlSFQ Positivo | Positivo Positivo 1.23 Positivo
70 | Positivo Positivo Positivo 383 Positivo
71 | Negativo | Negativo Positivo 3.53 Positivo
72 | Positivo Positivo Positivo 429 Positivo
73 | Positivo Positivo Negativo 2.08 Positivo
74 | Negativo | Negativo Positivo 4.47 Positivo
75 | Positivo Positivo Positivo 4.26 Positivo
76 | Positivo | Positivo Positivo 2.65 Positivo

. 77 | Negativo | Negativo Positivo 4.64 Positivo
78 | Positivo | Positivo Pasitivo 459 Positivo
79 | Negativo | Negativo Positivo 448 Positivo
80 | Positivo Positivo Positivo 1.55 Positivo
81 | Negativo | Negativo Positivo 1.83 Positivo
82 | Positivo Positivo Positivo 305 Positivo
83 | Negativo | Positivo Positivo 2.82 Positivo
84 | Positivo Positivo Positivo 1.44 Positivo
85 | Positivo Positivo Positivo 2.89 Positivo
86 | Positivo Positivo Positivo 1.14 Positivo
87 | Negativo | Negativo Positivo 1.42 Positivo
88 | Positivo Positivo Positivo 1.98 Positivo
89 | Positivo Positivo Positivo 2.96 Positivo
90 | Positivo Positivo Positivo 1.51) Positivo
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APENDICE E

(4/4)

Resultados obtenidos en las pruebas empleadas para el diagnostico de la infeccion por

H. pylori

Clave Cultivo PRU Histologia | RDO ELISA IgG | Interpretacion ELISA |
91 | Negativo | Positivo Positivo 4.76 Positivo
92 | Negativo | Negativo Positivo 177 Positivo
93 | Negativo | Negativo Negativo 4.90 Positivo

94 | Negativo { Positive Positivo 2.38 Positivo
95 | Negativo | Negativo Positivo 4.29 Positivo
96 | Positivo Positivo Positivo 2,72 Positivo
97 | Negativo | Negativo Positivo 1.49 Positivo
98 ) Negativo | Negativo Positivo 237 Positivo
99 | Positivo | Positivo Pasitivo 522 Positivo
100 | Negativo | Negativo Positivo 1.23 Positivo
101 | Posttivo Positivo Negativo 1.26 Positivo
102 | Positivo Positivo Negativo 4.22 Positivo
103 | Negativo | Negativo Positivo 3.81 Positivo
104 | Positiva | Positivo Positivo 1.18 Positivo
105 | Negativo | Negativo Positivo 1.06 Positivo
106 | Negativo | Negativo Positivo 330 Positivo
107 | Negativo | Negativo Positivo 3.47 Paositivo
108 | Positivo Positivo Positivo 1.72 Positivo
109 | Negativo | Negativo Positivo 1.29 Positivo
110 | Positivo | Positivo Positivo 3.53 Positivo
111 | Positivo Positivo Positivo 2.75 Positivo
112 | Positivo | Positivo Pasitivo 1.20 Positivo
113 | Positivo | Negativo Positivo 1.10 Positivo
114 ) Positivo | Negativo Positivo 1.23 Positivo
115 | Positivo | Negativo Positivo . 1.45 Positivo
116 | Negativo | Negativo Positivo 2.20 Positivo
117 | Positivo Positivo Positivo 2.10 Positivo
118 | Negativo | Negativo Positivo 2.30 Positivo
119} Positivo Postitivo Positivo 5.70 Positivo
120 | Positivo Positivo Positivo 2.10 Positivo _J
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Caracteristrcas de los pacientes incluidos en el estudio

APENDICE F
(1/4)

Diagnostico Lugar de Lugar de Lugar de
histologico |Edad] Género Nacimiento Nacimiento AM | Nacimiento AP
| SA 27 F Nuevo Leon Ags y Jalisco Guanajuato
2] SA 53 M Nuevo Leén Nuevo Ledn Nuevo Leon
3 SA 50 M Zacatecas Zacatecas Zacatecas
4 SA 23 F Nuevo Ledn Zacatecas Tamaulipas
5 SA 23 F Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Lebn
6 SA 38 M Nuevo Ledn San Luis Potosi Coahuila
7 SA 41 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
8 SA 36 F Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Leon
9 SA 43 F Nuevo Leon Nuevo Leén Nuevo Ledn
108 SA 17 M Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Leon
11 SA 52 F Coahuila Coahuila Coahuila
12 SA 40 F San Luis Potosi | Distrito Federal | San Luis Potosi
13 SA 28 F Nuevo Leon Guanajuato Guanajuato
14 SA 40 F Zacatecas Zacatecas Zacatecas
15 SA 21 M Michoacan Jalisco Jalisco
16 SA 69 F Zacatecas Zacatecas Zacatecas
17 SA 47 F Veracruz Veracruz Veracruz
18 SA 18 F Nuevo Leon Nuevo Ledn Nuevo Lebn
19 SA 54 F Nuevo Ledn Nuevo Leén Nuevo Ledn
204 SA 21 M Nuevo Leén Nuevo Leon Nuevo Leodn
21 SA 16 F Distrito Federal | Distrito Federal | Distrito Federal
22 SA 70 F Nuevo Le6n Nuevo Ledn Nuevo Leon
23 SA 50 F Nuevo Leon Nuevo Ledn Nuevo Leon
24 SA 30 M Sinaloa Sinaloa Sinaloa
25 SA 57 F Nuevo Ledn Nuevo Leon Nuevo Ledn
26 SA 35 F Nuevo Ledn Nuevo Leon Nuevo Ledn
27 SA 57 F Coahuila ~ Coeahuila LCoahuila
28 SA 77 M Nuevo Leon Nuevo Leén Nuevo Ledn
29 SA 34 F Nuevo Leon Puebla Michoacan
30 SA 17 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi

M, masculino; F, femenino; AM, abueilos matemos;, AP, abuelos paternos.; SA, sin
alteraciones; Ags, Aguascalientes
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APENDICE F
(2/4)

Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Diagnostico Lugar de Lugar de Lugar de
histologico |[Edad| Género nacimiento nacimiento AM | nacimiento AP
31 Gastntis | 43 F Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
320 Gastritis | 43 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
| 33 Gastritis | 60 F Coahuila Coahuila Coahuila
34 Gastnitis | 16 F Nuevo Leon Jalisco San Luis Potosi
35| Gastritis | 75 M Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
36 Gastritis | 67 F Nuevo Lebn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
37 Gastnuis | 55 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
38 Gastritis | 57 F Puebla Puebla Puebla
39 Gastritis | 64 F Guanajuato Guanajuato Guanajuato
40 Gastritis | 69 F Zacatecas Zacatecas Zacatecas
41 Gastntis | 61 F Nuevo Ledn Nuevo Leon Nuevo Le6n
42 Gastritis | 58 F Coahuila Coahuila Nuevo Leon
43| Gastritis | 50 F Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
44 QGastritis | 47 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
Coahuila y San | San Luis Potosi y
45 Gastritis | 50 F Nuevo Leodn Luis Potosi Nuevo Leon
46 Gastritis | 76 F Nuevo Leon Nuevo Ledén  [Nuevo Ledn
47 Gastritis | 76 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
48 Gastritis | 55 F Coahuila Coahuila Coahuila
49 Gastritis | 46 F Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
500 Gastritis | 24 F Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Leon
51} Gastrtis | 92 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
52| Gastritis | 22 I San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
53| Gastritis | 29 F Nuevo Lebn Nuevo Leon Nuevo Leon
54 Gastritis | 55 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Leon
55| Gastritis | 57 | F Coahuila Zacatecas Zacatecas
56/ Gastritis | 37 F Nuevo Leon Zacatecas Zacatecas
57 Gastrtis | 15 M Michoacan Michoacan Michoacan
58 Gastritis | 38 F Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
59 Gastritis | 55 F Durango Durango Durango
60 Gastntis | 26 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Le6n

M, masculino, F, femenino; AM, abuelos maternos; AP, abuelos paternos.
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Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

APENDICE F
(3/4)

Lugar de Lugar de Lugar de

Diagnostico |Edad| Género nacimiento nacimiento AM | nacimiento AP
61| Ulcera 43 M Nuevo Leon Coahuila Zacatecas
62| Ulcera 30 F Estado de México| Nuevo Leén Jalisco
63] Ulcera 54 F Zacatecas Zacatecas Zacatecas
64 Ulcera 90 F Coahuila Coahuila Coahuila
65| Ulcera 60 M Nuevo Ledn Sonora Nuevo Ledn
66| Ulcera 63 M Nuevo Ledn Nuevo Lebn Nuevo Ledn
67|  Ulcera 44 M Nuevo Ledn Coahuila Nuevo Ledn
68| Ulcera 45 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
69 Ulcera | 87 F Nuevo Leon Nuevo Leén Nuevo Leon
700 Ulcera | 63| M Nuevo Leon | San Luis Potosi | San Luis Potosi
71 (:J“lcera 87 F Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Leén
72|  Ulcera 79 M Nuevo Leén Nuevo Leon Nuevo Leodn
73|  Ulcera 20 M Nuevo Leén Nuevo Ledn Nuevo Leon
74|  Ulcera 82 F Nuevo Leon Nuevo Leén Nuevo Leon
75| Ulcera 84 F Zacatecas Zacatecas Zacatecas
76|  Ulcera 49 M Nuevo Ledn Nuevo Leén Nuevo Ledn
771 Ulcera 43 M Chihuahua Chihuahua Chihuahua
78! Ulcera 80 M Zacatecas Zacatecas Zacatecas
79  Ulcera | 53 F Nuevo Ledn Nuevo Leén Nuevo Leén
80 Ulcera | 38 M Veracruz Veracruz Veracruz
81| Ulcera [38| M Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
82 Ulcera | 78 M Nuevo Ledn | Distrito Federal | Distrito Federal
83| Ulcera |21 | M | SanLuisPotosi | SanLuis Potosi | San Luis Potosi
84l  Ulcera 50 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
85| Ulcera | 75 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
86| Ulcera 57 F Nuevo Ledn Nuevo Leén Nuevo Leon
87 Ulcera 44 M NuevoLeon | Nuevo Leon Nueve Ledn
88 Ulcera [ 80 | M | SanLuisPotosi | SanLuis Potosi | San Luis Potosi
89 Ulcera 70 M Nuevo Ledn Nuevo Leén Nuevo Leon
90| Ulcera 77 M Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Leon

M, masculino; F, femenino; AM, abuelos maternos; AP, abuelos paternos.
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Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

APENDICE F

(4/4)

Lugar de Lugar de Lugar de
Diagnéstico |Edad| Género nacimiento nacimiento AM | nacimiento AP
91 Cancer 60 F Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
92| Displasia | 49 M Tamaulipas Guanajuato Guanajuato
93{ Displasia | 80 M Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Ledn
94 Cancer 72 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
95| Displasia | 75 M Querétaro Querétaro Querétaro
96 Cancer 66 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
97) Céancer 36 F Tamaulipas San Luis Potosi | San Luis Potosi
98 Displasia | 63 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
99 Cancer 70 F Nuevo Leén Nuevo Ledn Nuevo Ledn
100 Displasia | 84 M San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luis Potosi
101{  Cancer 44 M Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
102 Cancer 55 M Nuevo Leon Nuevo Leén Nuevo Leon
103| Cancer 71 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
1 Cancer 74 M Zacatecas Zacatecas Zacatecas
105 Cancer 33 F Nuevo Leon San Luis Potosi | San Luis Potosi
106] Cancer 58 F Nuevo Ledn Nuevo Leon Nuevo Leon
107 Cancer 70 M Nuevo Ledn Nuevo Ledn Nuevo Ledn
108 Cancer 70 M Nuevo Leon Nuevo Leon Nuevo Leén
109 Cancer | 54 M Zacatecas Zacatecas Zacatecas
1100 Cancer 55 M San Luis Potost | San Luis Potosi | San Luis Potosi
111] Cancer 62 M Nuevo Leon Nuevo Ledn Nuevo Leon
112} Cancer 40 F Nuevo Leén Nuevo Ledn Nuevo Leon
113] Cancer 7 M Nuevo Leén Nuevo Ledn Nuevo Leon
114] Cancer 62 M San Luis Potosi Nuevo Ledn Nuevo Leon
115| Displasia | 44 M Nuevo Ledn Nuevo Leon Nuevo Leon
116 Displasia | 84 M Tamaulipas Tamaulipas Tamaulipas
117] Cancer 17 M Nuevo Leon Nuevo Ledn Nuevo Leon
118 Cancer 80 M Nuevo Ledon Nuevo Leon Nuevo Leon
119] Displasia | 47 M San Luis Potosi | San Luis Potosi_| San Luis Potosi
1200 Cancer 68 F San Luis Potosi | San Luis Potosi | San Luig Potosi

M, masculing; F, femenino; AM, abuelos maternos; AP, abuelos paternos.
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APENDICE G
(1/3)

Resultados de la determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por Western blot

Grupo de estudio Anticuerpos anti-CagA Anticuerpos anti-VacA
31 Gasgritis Positivo Positivo
32 Gastritis Positivo Positivo
33 Gastritis Negativo Negativo
34 Gastritis Positivo Positivo
35 Gastritis Positivo Negativo
36 Gastritis Negativo Negativo
37 Gastritis Negativo Negativo
33 Gastnitis Positivo Positivo
39 Gastritis Positivo Negativo
404 Gastritis Positivo Positivo
A1 Gastritis Positivo Positivo
42 Gastritis Negativo Negativo
43 Gastritis Positivo Positive
44 Gastiitis Negativo Negativo
45 Gastritis Negativo Negativo
46, Gastritis Negativo Negativo
47 Gastritis Negativo Negativo
48 Gastritis Positivo : Negativo
49 Gastnitis Positivo Positivo
50 Gastritis Negativo Negativo
51 Gastritis Positivo Negativo
52 Gastritis Positivo Positivo
53 Gastritis Negativo Negativo
54 Gastritis Negativo Negativo
55 Gastritis Negativo Negativo
56 Gastntis Positivo Positivo
57 Gastritis Negativo Negativo
58 Gastritis Positivo Positivo
59 Gastritis Positivo Positivo
608 Gastritis Positivo Positivo
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APENDICE G
(2/3)

Resultados de la determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por Western blot

Grupo de estudio Anticuerpos anti-CagA Anticuerpos anti-VacA
61 Ulcera Positivo Positivo
62| Ulcera Positivo Positivo
63 Ulcera Positivo Positivo
64J-d Ulcera Negativo Negativo
65 Ulcera Negativo Negativo
66 Ulcera Negativo Negativo
67, Ulcera Positivo Positivo
68 Ulcera Posttivo Positivo
69 Ulcera Positivo Positivo
700 Ulcera i Positivo Positivo
7 Ulcera Positivo Positivo
72 Ulcera Positivo Positivo
73 Ulcera Positivo Negativo
7 Ulcera Positivo Positivo
75 Ulcera Negativo Negativo
76 l:chera - Positivo Negativo
77, Ulcera Positivo Positivoe
78 Ulcera Negativo Negativo
79 Ulcera Negativo Negativo
80 Ulcera Positivo Positivo
81 Ulcera Positivo Positivo
82 Ulcera Positivo Negativo
83 Ulcera Positivo Positivo
84 Ulcera Positivo Positivo
85 Ulcera Negativo Negativo
86 Ulcera Positivo Positivo
87 Ulcera Positivo Negativo
88 Ulcera Positivo Negativo
39 Ulcera 1 Positivo Negativo
90 Ulcera ] Negativo Negativo
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APENDICE G
(3/3)

Resultados de la determinacion de anticuerpos anti-CagA y anti-VacA por Western blot

Grupo displasia-cancer] Anticuerpos anti-CagA Anticuerpos anti-VacA
91 Cancer Positivo . Positivo
92 Displasia Positivo Positivo
93 Displasia Positivo Positivo
94 Cancer Positivo Positivo
95 Displasia Positivo Positivo
96 Cancer Negativo Negativo
97 Cancer Positivo Positivo
98 Displasia Positivo Positivo
29 Cancer Positivo Positivo
100, Displasia Positivo Positivo
101 Céancer Positivo Positivo
102 Cancer Negative Negativo
103 Cancer Positivo Paositivo
10 Cancer Positivo Negativo
105 Cancer Positivo Positivo
10 Cancer Positivo Negativo
10 Cancer Positivo Negativo
108 Cancer Positivo Positivo
109 Cancer Pasitivo Positivo
ii Céncer Positivo Positivo
111 Céncer Positivo Positivo
112 Cancer Positivo Positivo
113 Cancer Positivo Positivo
114 Cancer Positivo Positivo
115 Displasia Positivo Positivo
116 Displasia Positivo Positivo
117 Cancer Positivo Positivo
118 Cancer Positivo Positivo
119 Displasia Positivo Positivo
120 Cancer Negativo Negativo
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APENDICE H

(1/4)

Genotipos de HLA-DQAL1 y DQBI1 obtenidos en los pacientes de estudio

DQB1 DQA1]
i 02 *0304 *0201 0503
2 *06 %0301, *0309 *0102 [*0505
3 *Q301, *0309 *0301, *0309 *0503 [*0503
4 *04 *06 *0102 [*0401
5 *04 *06 *01041*05
*06 *0301, *0309 *05012{*0502
7 *04 *0301, *0309 *03011{0401
8| *02 *02 *0101 *0201
9 *0304 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 {*0503 [*0503
10 *06 *0301, *0309 *0102 %0503
11 *0301, *0309 *0301, *0309 *0503 *0503
12 *02 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 *0201 [*03011
13 *05 *05 *0102 0105
14 *0301, *0309 *0301, *0309 *G5012[*0505
15 *05 #0302, *0304, *0305, 0307, 0308 0201 [*0301
16/¥0302, *0304, *0305, 0307, 0308 *04 *03011[*0401
17 *0301, *0309 *04 *0503 [*0503
18 *06 *(302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0102 [*0503
19 *04 *04 *0401 [*0401
20 *06 *04 %0102 [*0102
21 *05 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*03011[*0401
22 *05 #0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0101 [*0504
23 *06 *04 *0102 *040]
24 0303, 0306 0303, 0306 *0201 [*0504
25 *06 *0301, *0309 *0101 {*0503
26(*0302, *0304, *0305, 0307, 0308 0303, 0306 *03011 /03011
27 *02 *04 *05011*05012
28] *02 *04 *0101 [*0501
29 *04 *02 *03011*0401
30 *05 *04 *03011*0105




APENDICE H

(2/4)

Genotipos de HLA-DQA1 y DQB1 obtenidos en los pacientes de estudio

DQBI DQALl
31{*0302, *0304, *0305, 0307, 0308*0302, *0304, *0305, 0307, 0308 (*03011[*0503
3205 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0103 [*03011
3302 *02 *0101 *01041
340302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 *03011*0503
35[*05 *(302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*03011[*0503
3605 *05 “0101 [*01012
370302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 #0501 (*05012
3806 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0101 [*03011
390302, *0304, *0305, 0307, 0308{*0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*03011[*0401
400301, *0309 +0301, *0309 *0502 %0503
410303, 0306 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0101 [*01012
420301, *0309 *0301, *0309 *0503 [*0503
43[%0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0201 [*03011
44405 0303, 0306 *0503 [*0503
4510301, *0309 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0101 [*0504
4602 *0301, *0309 *0501 [*0503
471*05 *05 %0101 (*01041
4804 %0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*03011*0401
49*05 *0301, 0309 *03011[*0401
5005 *+04 *0501 {*0503
51[*02 *04 *0201 [*0401
521*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*03011[*03011
5302 #0302, *0304, *0305, 0307, 0308 {*05011[*05012
541%06 02 *05012*0505
55[*0302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 *03011*03011
56*0302, *0304, *0305, 0307, 0308*0301, *0309 *03011[*0503
5702 *04 *0201 0201
58*05 *0301, *0309 *0101 [*05012
59%02 *(2 *0503 *0503
60*04 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308 [*0102 [*03011
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APENDICE H

(3/4)

Genotipos de HLA-DQA1 y DQB1 obtenidos en los pacientes de estudio

DQB1 DQAI

61*0302, *0304, *0305, 0307, 030804 *0401 [*0401
62*06 *02 *0103 [*0501
630302, *0304, *0305, 0307, 0308*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*03011{*¢3a1 ]
6410302, *0304, *0305, 0307, 0308/*04 *3011 *0504
65105 *05 *0101 [*01012
6605 *04 *0103 {0504
6706 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308{*03011[*05012
68*06 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308*0401 [*0401
6905 (02 *0101 [¥0201
701%04 *04 *0102 [*03011
71[*05 %0301, *0309 *0102 [*0303
721*06 *06 *0102 [*0102
7302 %0301, *0309 %0201 *0503
74105 02 $01041*0501
7505 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308{*0101 0*01041
76*02 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308/*03011[*0501
77¥0301, *0309 *0301, *0309 *0504 [*0504
780302, *0304, *0305, 0307, 0308*0302, *0304, *0305, 0307, 030801041 [*03011
T9*05 *0301, *0309 *0101 [*0601
801*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*04 *03011[*05012
81*02 %0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0201 {*03011
820304 *04 *§303 [*0401
83[*0302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 *03011[*0503
84/*04 *04 *0401 [*0401
8502 *0302, *0304, *0305, 0307, 03080201 [*03011
86/*0302, *0304, *0305, 0307, 0308*04 *03011[*0401
87*02 *0301, *0309 *0401 [*0401
138102 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308/*03011/*0501
89*05 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308{03011[*05
90*0301, *0309 *0301, *0309 *0201 [*0503
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APENDICE H

(4/4)

Genotipos de HLA-DQAI1 y DQBI1 obtenidos en los pacientes de estudio

DQBI DQA1
911*06 *(0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0102 [*03011
92%0302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 *0201 [*0503
93/*0301, *0309 *0301, *0309 %0201 [*0401
94*04 *04 %0401 [*0401
95[*05 o4 *0101 [*01012
9G*06 %04 *0101 [*0101
970303, 0306 *0301, *0309 *0101 [*0503
981*06 06 %0102 (0103
99*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*04 *03011[*0401
100*06 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308/*0103 [*03011
101}*02 *04 %0201 %0401
1021*06 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308/*0102 [*03011
103*06 *06 *01021[*01022
104*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*04 *0102101022
1050302, *0304, *0305, 0307, 030804 *(3011*0401
106*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0302, *0304, *0305, 0307, 0308/*030] 1/*0401
107*0302, *0304, *0305_ 0307, 0308[*0302, *0304, *0305, 0307, 0308*03011*0303
108*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*05011/*05012
109*02 *0301, *0309 *05011%05012
110*05 *06 *0101 %0102
111*0302, *0304, *0305, 0307, 0308[%0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*03011[*03011
1121%04 04 *0401 [*0401
113(*0302, *0304, *0305, 0307, 03080303, 0306 *0502 [*0504
11406 *0302, *0304, *0305, 0307, 0308{*03011[*05012
115*06 0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*0102 [*0303
116*05 *0302, *0304, *0305, 0307, 03080102 %0102
1170303, 0306 *0301, *0309 *03011[*0201
1180303, 0306 *0301, *0309 *0101 {*02011
1190303, 0306 *0301, *0309 %0501 105012
12006 #0302, *0304, *0305, 0307, 0308[*05011[*05012
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