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PALABRAS CLAVE Resumen

Prueba de la ureasa Introduccion y objetivos: La Helicobacter pylori (H. pylori) esta asociada con un mayor riesgo
en aliento; de Ulcera péptica y cancer gastrico. La presencia de la bacteria no es un factor determinante
Genotipo cagA; para el desenlace clinico, sino que la cepa y otros factores del huésped interactGan para deter-
Dispepsia; minar el riesgo a adquirir la enfermedad. El objetivo del presente estudio fue investigar la
Helicobacter pylori asociacion entre la carga bacteriana, el tipo de cepa y los sintomas gastricos en personas con

positividad a H. pylori.

Materiales y métodos: En una encuesta dirigida a la comunidad se contactaron 302 voluntarios
que no estuvieran tomando antibioticos, antiacidos ni inhibidores de la bomba de protones
un mes antes del diagnostico de H. pylori utilizando la prueba de la ureasa en aliento. Se
seleccionaron 25 sujetos con edades entre los 25 y los 74 anos, positivos a H. pylori, para una
encuesta de sintomas gastricos y determinar la presencia del genotipo cagA en el jugo gastrico
obtenido con Entero-test®. La carga bacteriana se determiné como medida de la actividad de
la ureasa utilizando el valor *C-delta sobre el valor basal obtenido en la prueba de aliento.
Resultados: El 48% de los sujetos positivos a H. pylori fueron cagA+. Se encontrd una asociacion
positiva entre el estado de cagA y la alta actividad de la ureasa gastrica (p <0.0001), que ademas
resulto significativamente asociada con la presencia de sintomas (p <0.0001).

Conclusion: La actividad de la ureasa gastrica esta fuertemente asociada con los sintomas de
dispepsia y la presencia de H. pylori cagA+. Los valores elevados de '3C-delta sobre el valor
basal pudieran ser usados como indicadores de mayor riesgo de enfermedad gastrica.

© 2020 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Publicado por Masson Doyma México S.A.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

* Autor para correspondencia. Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. Carretera Gustavo E. Astiazaran, No. 46, La
Victoria. Hermosillo, Sonora, México. C. P. 83304. Teléfono: +52 662 2892400, ext. 322. Fax: +52 662 2800094.
Correo electronico: moyas@ciad.mx (S.Y. Moya-Camarena).

https://doi.org/10.1016/j.rgmx.2019.09.002
0375-0906/© 2020 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este es un articulo Open Access bajo
la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.rgmx.2019.09.002
http://www.elsevier.es/rgmx
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.rgmx.2019.09.002&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:moyas@ciad.mx
https://doi.org/10.1016/j.rgmx.2019.09.002
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Asociacion de cepas de Helicobater pylori cagA+ con alta actividad de ureasa 405

KEYWORDS

Urea breath test;
cagA genotype;
Dyspepsia;
Helicobacter pylori

Association of cagA+ Helicobacter pylori strains with high urease activity and
dyspepsia in Mexican adults

Abstract

Introduction and aims: Helicobacter pylori (H. pylori) is associated with a higher risk of peptic
ulcer and gastric cancer. The sole presence of the bacterium is not a determinant of clinical
outcome, but rather the interaction of strain type and host factors determines the risk of
disease. Our aim was to study the association between bacterial load, strain type, and gastric
symptoms in H. pylori-positive subjects.

Materials and methods: In a community survey, a diagnostic '*C-urea breath test for H. pylori
was performed on 302 volunteers that were not taking antibiotics, antacids, or proton pump
inhibitors one month prior to the test. The breath test produced 25 H. pylori-positive subjects,
between 25-74 years of age, who then took a gastric symptoms survey and were tested for
the presence of the cagA genotype in gastric juice, using the Entero-test®. Bacterial load was
determined as a measure of urease activity, utilizing the delta over baseline value, obtained in
the '3C-urea breath test.

Results: A total of 48% of the H. pylori-positive subjects were cagA+. A positive association
was found between cagA status and high gastric urease activity (P <.0001) and the latter was
significantly associated with the presence of symptoms (P <.0001).

Conclusion: Gastric urease activity was strongly associated with dyspeptic symptoms and cagA+
H. pylori. Elevated '3C-delta over baseline values could be used as indicators of a higher risk
for gastric disease.

© 2020 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivos

La colonizaciéon de Helicobacter pylori (H. pylori) es un
factor de riesgo bien conocido para el desarrollo de enfer-
medades gastricas en el estdmago humano'~3, aunque la
mayoria de las personas infectadas permanecera asintoma-
tica durante toda su vida. La seroprevalencia de la infeccion
por H. pylori reportada en México fue del 66% y la edad fue
el factor de riesgo de infeccion mas fuerte*. Segun el cuarto
consenso mexicano sobre H. pylori', la asociacion entre dis-
pepsia funcional e infeccion por H. pylori es controvertida.
Varios estudios han evidenciado que la variabilidad genética
de H. pylori y el huésped®, al igual que factores medioam-
bientales, determinan el desenlace clinico®. La H. pylori
es genéticamente diversa, y las cepas de tipo 1, las cua-
les son positivas al gen A asociado a citotoxicidad (cagA+)
y secretan la citotoxina vacuolizante VacA, son las mas
virulentas’”® y estan asociadas con ulceracion duodenal® 0,
dolor abdominal, sangrado, gastritis activa'’, sintomas de
dispepsia’'>'?, dafio de ADN en la mucosa gastrica'® y carci-
noma gastrico'>°,

Atherton et al. encontraron evidencia histoldgica de
mayor densidad de H. pylori en la mucosa gastrica colo-
nizada por cepas cagA+ que en el epitelio colonizado por
cepas cagA+'”. Otros autores también han encontrado una
relacion significativa entre la densidad de colonizacion de
H. pylori y la presencia de cepas cagA+ y vacAs1'®-2) o
cual demuestra la importancia de la determinacion de la
carga bacteriana como un predictor de enfermedad gas-
trica. Perri et al. y Zagari et al. propusieron el uso de
13C-delta sobre el valor basal (DOB) como predictor de carga

bacteriana intragastrica y gravedad de gastritis por H. pylori
en pacientes referidos para endoscopia®’?2. Matthews et al.
también encontraron que los valores de '*C-DOB eran signifi-
cativamente mas altos en sujetos sintomaticos con gastritis
antral moderada y grave que en aquellos con gastritis leve o
sin inflamacidon?3. Sin embargo, no encontraron correlacion
entre la carga de H. pylori medida por medio de cultivo
bacteriano y los valores '3C-DOB?*. Machado et al. reporta-
ron que en nifios con sintomas dispépticos, el *C-DOB no
senala la gravedad de las medidas histoldgicas de coloniza-
cion bacteriana?®. La falta de correlacion puede ser debida a
la diferencia de virulencia entre cepas de H. pylori o debido
a los estimados de densidad bacteriana (por medio de cul-
tivo bacteriano? o estimacion histoldgica?), los cuales no
son indicativos de la carga real de H. pylori en la mucosa.
La prueba del aliento con urea marcada con 3C es la
mas sensible y especifica para determinar la presencia de
H. pylori'. Utiliza el valor '*C-DOB como el criterio de
corte, el cual es indicativo de la actividad de la ureasa
y, en consecuencia, de la carga bacteriana. La determina-
cion de la virulencia de la cepa de H. pylori es posible por
medio de analisis moleculares e inmunolégicos complemen-
tarios. Planteamos la hipétesis de que un valor '*C-DOB mas
alto, ademas de indicar la carga bacteriana, podria también
indicar la presencia del genotipo cagA+. Asi, el objetivo prin-
cipal de nuestro estudio fue investigar la asociacion entre
la actividad de la ureasa gastrica (*C-DOB), los sintomas
de dispepsia y la cagA+ H. pylori en una poblacion abierta.
También exploramos la relacion entre las variables sociode-
mograficas con la presencia de H. pylori y determinamos las
variables que explicaban mejor el valor de *C-DOB.
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Materiales y métodos
Poblaciones de estudio

Se selecciond a 302 personas que no estaban tomando anti-
bidticos, antiacidos o inhibidores de la bomba de protones
por medio de una encuesta comunitaria en el norte de
México (Hermosillo, Sonora) para que hicieran una prueba
de la ureasa en aliento para H. pylori (dentro del marco tem-
poral de junio a noviembre del 2004). Veinticinco de dichos
individuos dieron positivo para H. pylori, con un rango de
edad de 25-74 anos (media de 34 anos), y fueron elegidos
aleatoriamente para completar una encuesta sobre sinto-
mas gastricos y proporcionar una muestra de jugo gastrico
utilizando el Entero-test® (Enterotest HP, HDC Corporation,
San Jose, CA, EE. UU.).

Los sujetos eran clinicamente sintomaticos, presentando
2 0 mas sintomas de enfermedad péptica, tales como dolor
epigastrico, ardor epigastrico, pesadez posprandial, sacie-
dad precoz, inflamacion, eructos, nauseas y vomitos. La
cronicidad, la variedad o la intensidad de los sintomas no
fueron considerados en el cuestionario.

Datos sociodemograficos

Se evaluo el nivel educativo de acuerdo con la siguiente
escala: 1, primaria; 2, secundaria; 3, preparatoria; 4, semi-
profesional; 5, profesional; 6, posgrado. El ingreso familiar
fue expresado en unidades de salario minimo mensual. Con
base en los datos de la literatura relevante, se calcul6 una
puntuacion para el riesgo de presentar H. pylori con rela-
cion a la condicion socioecondmica. El nivel educativo, el
empleo, el ingreso familiar, las caracteristicas de la vivienda
(material de construccion de la vivienda, techo y piso, pre-
sencia y tipo de sistema de drenaje y agua potable en el
hogar), el hacinamiento (3 o mas personas compartiendo
una habitacion), la presencia de animales domésticos dentro
o fuera de la casa y la crianza de animales fueron consi-
derados para la puntuacién. Las caracteristicas asociadas
con un alto riesgo de presentar H. pylori fueron codifica-
das numéricamente (sin riesgo: 0-2; riesgo moderado: 3-5;
riesgo alto > 5).

Deteccion del estatus de Helicobacter pylori

El estatus de H. pylori fue determinado por medio de la
prueba del aliento con urea marcada con "3C. Se obtuvieron
muestras de aliento antes, 30 y 45 min después de la admi-
nistracion de 50 mg de ureasa etiquetada '*C, en conjunto
con jugo natural de naranja, para obtener condiciones gas-
tricas de acidez. La prueba del aliento con urea marcada
con 3C tiene un 98% de sensibilidad. La ureasa secretada
por la H. pylori en el estdbmago hidroliza la urea para libe-
rar *CO, de la urea etiquetada ingerida, la cual entra en el
bicarbonato corporal y se excreta en el aliento. Medimos la
razén de '3C0O,/"2CO, por medio de espectrometria de masas
de razon de isotopos (BreathMAT Plus, 1998, Finnigan MAT
GmbH, Bremen, Alemania) y expresamos los resultados en
razones de intensidad ('3CO,/'2C0O,, 45/44). La 3C-DOB fue
considerada positiva cuando H. pylori era > 3.5%o.

Identificacion de cepas cagA+ de Helicobacter
pylori

Las muestras de jugo gastrico fueron obtenidas de los sujetos
H. pylori positivos después de un ayuno nocturno, utilizando
una prueba del hilo (Entero-test® prueba pediatrica, Entero-
test HP, HDC Corporation, San Jose, CA, EE. UU.). La prueba
consistio en la ingestion de 90 cm de fibra de nailon en una
capsula de gelatina de 2.5cm de largo que se disuelve en
el estdbmago. El hilo permanecio en el estomago durante
una hora, después de la cual fue recuperada por via oral
y colocada en 15ml de solucion salina para aislamiento de
ADN.

El hilo fue sacudido vigorosamente en solucion
salina y centrifugado para la extraccion del ADN
del pellet resultante utilizando un Mini Kit QlAamp®
DNA (Qiagen Inc., Valencia, CA, EE. UU.). El ADN se
someti6 a amplificacion mediante PCR de los genes
glmM y cagA, utilizando los siguientes primers: cagA-
F: 5:ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3; cagA-R:
5:AGAAACAAAAGCAATACGATCATTC-3; tamano de producto:
120bp?; glmM-F: 5:GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG-3;
glmM-R: 5:GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC-3; tamafno de
producto: 300 bp?°.

Se utilizaron granulos PCR PuReTaq Ready-To-Go™
(Amersham Biosciences, GE Healthcare Life Sciences, Pitts-
burg, PA, EE. UU.) para la amplificacion de PCR. Cada
granulo PCR reconstituido a 25l contenia 10pmol de
primadores cagA-F y cagA-R o glmM-F y glmM-R (Sigma-
Genosys, Spring, TX, EE. UU.), 200 puM de desoxi nucledsidos
trifosfatos, 50 mM KCL, 1.5 mM MgCl;, 10 mM Tris-HCl y apro-
ximadamente 100ng de ADN genomico. Se realizaron 35
ciclos de 1mina95°c, Tmina52°Cy 1mina 72°C. Los pro-
ductos PCR fueron visualizados por medio del procedimiento
estandar de electroforesis en 2% de geles de agarosa?’.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el Windows Num-
ber Cruncher Statistical System (Kaysville, UT, EE. UU.). La
estadistica descriptiva fue utilizada para caracterizar a la
poblacion estudiada. Se realizé un analisis de correlacion
para encontrar asociaciones entre las variables sociode-
mograficas y los marcadores de infeccion con H. pylori,
ajustando por sexo (mujer, 0; hombre, 1) y edad. Para
determinar las variables que explicaron mejor la carga bac-
teriana ('3C-DOB), desarrollamos un modelo que incluyd las
siguientes variables en el proceso de seleccion: ingreso fami-
liar, hacinamiento, caracteristicas de casa habitacion, cepa
cagA+ H. pylori (ausente, 0; presente, 1) y la presencia de
sintomas (ausentes, 0; presentes, 1), ajustados por sexo y
edad.

Resultados

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas sociodemogra-
ficas de los participantes. Solo uno de los 25 participantes
identificados como positivos por medio de la prueba del
aliento dio negativo en la amplificacion PCR para glmM, el
marcador genético de Helicobacter.
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Tabla 1 Caracteristicas sociodemograficas de los sujetos
Edad (anos) 34.5
Rango 25-74
Sexo, n
Femenino 7
Masculino 18
Nivel educativo® 6
Ingreso mensual familiar (salario minimo) 5-10

Porcentaje de participantes en riesgo de presentar H.
pylori relacionado con condicién socioeconémica®

Sin riesgo 44
Riesgo moderado 44
Riesgo alto 12

@ El nivel educativo fue evaluado utilizando la siguiente escala:
1, primaria; 2, secundaria; 3, preparatoria; 4, semiprofesional;
5, profesional; 6, posgrado.

b Calculado en la forma descrita en la seccion de Materiales
y métodos, considerando el nivel educativo, empleo, ingreso
familiar, caracteristicas de casa habitacion, hacinamiento, la
presencia de animales dentro o fuera de la casa, y la crianza
de animales. Las caracteristicas asociadas con un alto riesgo de
presentar H. pylori fueron codificadas numéricamente (los valo-
res finales fueron: sin riesgo, 0-2; riesgo moderado, 3-5; y riesgo
alto>5).

Se encontraron cepas cagA+ de H. pylori en el 48% de
los sujetos. Al dividir por presencia de sintomas, el 66% de
los sujetos sintomaticos tenia cepas cagA+ H. pylori frente
al 33% de los sujetos asintomaticos. La presencia de cepas
cagA+ H. pylori estuvo significativamente asociada con los
sintomas de dispepsia (r=0.42; p=0.003) y asociada nega-
tivamente con el nivel educativo (r=-0.44; p=0.001) (tabla
2).

Una actividad alta de la ureasa estuvo asociada con sin-
tomas, dado que el 87.5% de los participantes positivos para
H. pylori con alta actividad gastrica de ureasa (valores '3C-
DOB > 20%0) tenian sintomas de dispepsia, frente al 35% de
los sujetos positivos para H. pylori con ureasa gastrica baja
(valores '*C-DOB <20%0) y el 12% de los sujetos negativos
para H. pylori.

La actividad gastrica de la ureasa, la cual es un marcador
de carga de H. pylori, mostrd una asociacion significativa
con la presencia de dispepsia (r=0.55; p<0.0001) y cepas
de cagA+ H. pylori (r=0.53; p<0.0001) (tabla 2).

Las variables que explicaron mejor el valor '*C-DOB fue-
ron la presencia de sintomas (p=0.0003), la cepa cagA+
H. pylori (p=0.0004) y el ingreso familiar ajustado por edad
y sexo (p<0.01) (tabla 3).

Discusién y conclusiones

La presencia de cepas cagA+ H. pylori estuvo asociada con
el cagA+y el nivel educativo (r=—0.44; p=0.001). En otras
palabras, los portadores de cagA+ H. pylori tenian un nivel
educativo mas bajo que los portadores de cagA— H. pylori.

El gen cagA es un marcador de la isla de patogenici-
dad cag y su presencia estd asociada con enfermedades
mas graves''?%2°  La inyeccién de proteina cagA en célu-
las epiteliales gastricas afecta su proliferacion, migracion y
adhesion, al igual que a otras vias de transduccién de senales
relacionadas con respuestas proinflamatorias, e induce la
interleucina-8 via sefales de NF-«xB?°. Encontramos una aso-
ciacion entre la colonizacion cagA+ H. pylori y la presencia
de sintomas. Loffeld et al. encontraron resultados similares
en pacientes con cagA+ H. pylori que presentaban mas sin-
tomas de dispepsia que pacientes con cepas de cagA— H.
pylori*®.

Al utilizar la actividad de la ureasa gastrica como indica-
dor de intensidad de colonizacion o de carga bacteriana??,
encontramos que una mayor actividad gastrica estaba corre-
lacionada con mas sintomas, coincidiendo con resultados
reportados por otros'’-?2,

La principal limitacion del presente estudio fue su
tamano de muestra pequeno. Sin embargo, hasta donde
nosotros sabemos, es el primer analisis que investiga y mues-
tra una asociacion positiva entre '3C-DOB y cepas cagA+ H.
pylori, lo cual evidencia que un valor elevado de *C-DOB
podria ser indicativo de patogenicidad. Otra limitacion de
nuestro estudio fue el hecho de que la cronicidad, la varie-
dad o la intensidad de los sintomas dispépticos no fueron
incluidos, lo cual no permitié hacer un examen a mayor

Tabla 2 Coeficientes de correlacion y valores p del analisis de correlacion (ajustado por edad y sexo) para asociaciones entre
variables sociodemograficas y marcadores de infeccion por H. pylori

cagA+ Actividad de Nivel educativo Ingreso familiar H. pylori+
ureasa gastrica
("3C-DOB)
Sintomas dispépticos 0.42 0.55 -0.29 0.33 0.51
p=0.003 p <0.0001 p=0.04 p=0.02 p=0.0003
cagA+ 0.53 —0.44 0.21 0.50
p <0.0001 p=0.001 NS p=0.0002
Actividad de ureasa —0.19 —0.08 0.81
gastrica ('3C-DOB) NS NS p <0.0001
Nivel educativo —0.34 —0.20
p=0.016 NS
Ingreso familiar 0.12
NS

DOB: delta sobre el valor basal; NS: no significativo.
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Tabla 3  Analisis de regresion multivariante para evaluar la actividad de la ureasa gastrica

Variable dependiente Variable independiente B+EE p

Actividad de ureasa gastrica ('3C-DOB) Intercept —3.02+5.06 0.55
Sintomas 10.93+2.7 0.0003
Cepa cagA+ H. pylori 11.63 £3.02 0.0004
Ingreso familiar —3.99+1.45 0.0090
Sexo —3.24+2.38 0.1809
Edad 0.23+£0.12 0.0719

DOB: delta sobre el valor basal; g & EE: coeficiente de regresion & error estandar.

R%=0.5396 (p<0.0001).

profundidad de la asociacion entre la actividad de la ureasa,
la cepa H. pylori y los sintomas.

En conclusion, nuestros datos apoyan la asociacion entre
la alta actividad de la ureasa (valores elevados de *C-DOB),
la colonizacion cagA+ y la presencia de sintomas gastricos.
Los valores altos de '*C-DOB en los pacientes podria ser
un criterio para realizar la identificacion del genotipo de
H. pylori 'y tomar la decision de iniciar tratamiento clinico.
Se requieren mas estudios que ayuden a establecer un posi-
ble valor de corte para el riesgo de enfermedad.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Nuestro estudio fue
evaluado y aprobado por el Comité de Etica del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C., con base
en los estandares internacionales manifestados en la Decla-
racion de Helsinki y en la Regulacion Legal General de Salud
relacionada con la Investigacion en materia de Salud del
estado de Sonora, México.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
trataron la informacion de todos los pacientes con confiden-
cialidad y anonimidad, siguiendo los protocolos de su centro
de trabajo.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado.
Todos los participantes firmaron consentimientos informados
escritos con anterioridad a la participacion en el estudio. Se
garantizo la estricta confidencialidad de los datos y los auto-
res declaran que la informacién contenida en el presente
estudio no permite la identificacion de los participantes.
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