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Introducción 

 

Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal, y se estima 

que aproximadamente la mitad de la población mundial son portadores (Yang et al, 2022). 

Aunque muchas personas no experimentan síntomas, la infección por H. pylori puede causar 

una serie de problemas gastroduodenales, incluyendo dolor abdominal crónico recurrente 

(síntoma característico en niños), gastritis, úlceras pépticas, e incluso el desarrollo de cáncer 

gástrico; estas dos últimas patologías se presentan en adultos (Ranjbar et al, 2017;Weng et 

al, 2021). 

Por otro lado, también se han reportado casos de infección con diversas especies de 

Helicobacter no-Helicobacter pylori (NHPH) en humanos: Estas especies tienen como 

huésped natural animales domésticos, de tal manera que es necesario el desarrollo de un 

diagnóstico capaz de identificar infecciones con NHPH, para poder dar un tratamiento 

oportuno (Smet et al, 2020). Por tanto, el diagnóstico de la infección por Helicobacter es 

importante para el tratamiento y la prevención de estas complicaciones. Existen diversos 

métodos de diagnóstico ampliamente descritos para Helicobacter pylori, los cuales incluyen 

pruebas invasivas como el cultivo, ya que requiere de una biopsia gástrica (Yoshii et al, 2020; 

Toyoshima et al, 2020), y pruebas no invasivas como la prueba de aliento con urea marcada 

con C14 y la serología a través de la medición de anticuerpos en sangre contra distintas 

proteínas de H. pylori, (Huh et al, 2018). 

En la actualidad, las técnicas moleculares como la PCR (Reacción en Cadena de la 

Polimerasa) son una herramienta importante para el diagnóstico de H. pylori y NHPH. La 

PCR permite la identificación de la bacteria en la muestra (biopsia gástrica), y es importante 

contar con una buena sensibilidad y especificidad (Premoli et al, 2004). En busca de mejorar 
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el diagnóstico de la infección por Helicobacter que se lleva a cabo en el Instituto Nacional 

de Pediatría, en este trabajo se para evaluó la eficacia de dos cebadores específicos para la 

detección del género  Helicobacter  y uno para la especie H. pylori ConsH, Hcom1 y BFHpy1 

respectivamente, propuestos por Abdelmalek et al, 2002 y se comparó con el estatus de 

infección con Helicobacter y H. pylori previamente descrito en un grupo de pacientes 

pediátricos con manifestaciones gastroduodenales del Servicio de Gastroenterología del 

Instituto Nacional de Pediatría.  
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Antecedentes  

 

En 1982, Barry Marshall y Robin Warren demostraron en biopsias de pacientes con gastritis 

y úlceras gástricas la presencia de una bacteria conocida actualmente como H. pylori 

(Marshall & Warren, 1984). Con el descubrimiento de H. pylori cambió un paradigma en la 

gastroenterología, se reconoció que la mayoría de las úlceras estomacales y las gastritis eran 

ocasionadas por esta bacteria y no era debido solo al uso de medicamentos o al estrés; 

posteriormente se llegó a establecer que H. pylori es un carcinógeno tipo I (Pedroza-Teran. 

2019). El premio Nobel de Medicina y Fisiología en el 2005 se otorgó a Marshall y Warren 

por el estudio de esta bacteria.  

H. pylori es un bacilo Gram-negativo y se calcula que tiene una prevalencia aproximada del 

50% en la población a nivel mundial, con mayor afectación en países en vías de desarrollo, 

(Gravina et al., 2018). Un individuo infectado con esta bacteria puede cursar con ella como 

sintomático o asintomático y no todos los infectados llegan a desarrollar patologías 

gastroduodenales severas como cáncer gástrico (Salama et al., 2013). 

Se han empleado diversas técnicas para el diagnóstico de H. pylori, las cuales se pueden 

clasificar en (1) invasivas mediante la toma de biopsia gástrica utilizada para realizar prueba 

rápida de ureasa, histología, cultivo bacteriano y técnicas moleculares (Huh et al,2018), y (2) 

no invasivas que incluyen la prueba de aliento con urea, prueba de antígeno en heces y 

serología. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad varia en estas últimas, además de que 

en el caso de la serología no es un indicativo de una infección aguda (Sabbagh et al, 2019). 

Dentro de las invasivas se utilizan herramientas moleculares como la PCR, la cual es una 

técnica importante para confirmar el diagnóstico además del estándar de oro que es el cultivo; 
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debido a que esta bacteria es de difícil crecimiento por lo que se recurre a la PCR como un 

modo útil de confirmación. Esta técnica ha demostrado una sensibilidad y especificidad del 

95% en el diagnóstico de H. pylori, mostrando una gran ventaja debido a que puede detectar 

al microorganismo sin importar su viabilidad. (Premoli et al, 2004) 

La frecuencia de la infección de Helicobacter en niños no solo se ha observado por parte de 

H. pylori, ya que también se han identificado infecciones con otras especies de Helicobacter 

no-Helicobacter pylori (NHPH) (Montijo-Barrios et al, 2003; Sugano et al, 2014). Las 

infecciones con otras especies NHPH que no sean H. pylori como H. suis, H. bizozzeronii, 

H, salomonis, H. felis, H. heilmanii pueden transmitirse a los humanos a través del contacto 

directo o indirecto con perros, gatos y cerdos provocando gastritis, úlceras pépticas y 

duodenales, o linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas de bajo grado. (Taillieu et al, 

2022). El cultivo de las especies NHPH es aún más complicado que el cultivo de H. pylori 

por lo cual solamente se pueden identificar por métodos moleculares. 

 Aunque existen diversos cebadores descritos para la identificación de H. pylori se busca  que 

el método de diagnóstico sea cada vez más sensible y especifico acorde a la diversidad 

genética que hay entre las cepas, por lo que el uso de cebadores para identificar el género 

Helicobacter es de gran utilidad para iniciar  el diagnóstico de la infección por H. pylori ya 

que al tener una prueba PCR negativa para H. pylori pero positiva por PCR para género 

podría hablarnos de la presencia de otra especie diferente a H. pylori. 

 Abdelmalek y colaboradores en 2022, en su estudio: ̈ The validity evaluation of different 16S 

rRNA gene primers for Helicobacter detection urgently requesting to design new specific 

primers¨, propusieron diseñar cebadores específicos 16S rRNA de Helicobacter spp. y H. 

pylori para la identificación por PCR, con el fin de obtener un método de diagnóstico preciso 
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y factible en la búsqueda de bacterias del género Helicobacter, ya que es importante 

considerar y descartar la presencia de otras especies además de H. pylori como posible riesgo 

para las enfermedades gástricas. Ellos proponen los cebadores de género ConsH y Hcom1 y 

al cebador BFHpy1 para identificar la especie H. pylori, con una buena especificidad y 

sensibilidad; estos cebadores fueron generados con base en los genes 16S rRNA para 

Helicobacter spp y ureAB para H. pylori. (Abdelmalek et al, 2022). 

Justificación 

 

El diagnóstico de la infección por H. pylori es de gran importancia dado que su presencia ha 

sido asociada con el desarrollo de algunas enfermedades gastro-duodenales. La infección por 

H. pylori se adquiere normalmente en la niñez, puede permanecer por décadas si no es 

eliminada y puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades más severas en 

la etapa adulta como la úlcera-péptica, gastritis y cáncer gástrico. (Kori et al., 2018). Por ello, 

su detección oportuna es de importancia en pacientes cuya sintomatología ha sido 

manifestada, sobre todo para la toma de decisión en la práctica clínica, para dar un oportuno 

tratamiento en aquellos pacientes que se sugiere una infección por Helicobacter, la cual debe 

ser confirmada. La PCR como método de diagnóstico para H. pylori permite hacer un 

diagnóstico confirmatorio, pero para ello es imprescindible tener una especificidad y 

sensibilidad de los iniciadores para amplificar el DNA blanco presente en una muestra, por 

ser de gran utilidad en la detección de microorganismos de difícil cultivo como es el caso de 

H. pylori. Adicionalmente, la aplicación de esta técnica se extiende a la detección de otras 

especies NHPH. 
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Objetivo general 

 

• Evaluar la concordancia de identificación de Helicobacter spp y H. pylori con los 

cebadores ConsH y Hcom1 mediante PCR punto final con respecto a un estatus previo 

de infección por Helicobacter spp y H. pylori en biopsias gástricas de niños con 

sintomatología gastroduodenal.  

Objetivos particulares  

 

• Evaluar la especificidad de los cebadores ConsH y Hcom1 para identificar el género 

Helicobacter mediante la técnica de PCR punto final. 

• Evaluar la sensibilidad de los cebadores ConsH y Hcom1 para identificar el género 

Helicobacter mediante la técnica de PCR punto final. 

• Evaluar la especificidad del cebador BFHpy1 para identificar Helicobacter pylori 

mediante PCR punto final.  

• Evaluar la sensibilidad del cebador BFHpy1 para identificar Helicobacter pylori 

mediante PCR punto final.  
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Metodología  

 

1. Origen y diseño In silico de cebadores ConsH, Hcom1 y BFHpy1  

Los cebadores ConsH, Hcom1 y BFHpy1 probados en este estudio son propuestos por 

Abdelmalek S. et al 2022. Este estudio compara diversos oligonucleótidos de PCR para la 

identificación de Helicobacter spp y H. pylori, que ya habían sido reportados, además 

propone el cebador ConsH como un posible estándar de oro para la identificación de 

Helicobacter spp, el cebador Hcom1 diseñado por Choi, et al., 2001 para la identificación de 

Helicobacter spp, y BHFpy1 propuesto por Flahou, B. 2014 fueron los que consideró este 

estudio con mejores resultados (Tabla 1). 

Tabla 1. Cebadores analizados en el estudio. 

Gen 

blanco 

Cebador Secuencia del cebador Producto 

(bp) 

Referencia  

16S 

rRNA 

ConsH 5`-TCG CTA AGA GAT CAG CCT 

ATG TCC T-3` 

5`-ATT CCA CCT ACC TCT CCC 

ACA CT-3` 

435 (Abdelmalek, 

S. 2022) 

16S 

rRNA 

Hcom1 5`-GTA AAG GCT CAC CAA GGC 

TAT-3` 

5`-CCA CCT ACC TCT CCC ACA 

CTC-3` 

390 (Choi, et al., 

2001) 

UreAB BFHpy1 5`-AAA GAG CGT GGT TTT CAT 

GGC G-3` 

5`-GGG TTT TAC CGC CAC CGA 

ATT TAA-3` 

217 (Flahou, B. 

2014) 

Secuencia de los cebadores utilizados en el estudio, incluyendo el gen blanco, la secuencia 

del cebador, el tamaño del producto amplificado (bp) y la referencia bibliográfica. 

 

 

 



10 
 

2. Evaluación de los cebadores para identificar Helicobacter spp y H. pylori  

Para determina las condiciones de la reacción de PCR de cada cebador se realizaron 

reacciones con un gradiente de temperatura en la etapa de alineamiento de 50 °C a 60 °C, 

con la finalidad de determinar la temperatura óptima, así como la concentración adecuada de 

los tres pares de nucleótidos. Para la reacción de PCR en punto final se utilizó la Taq 

polimerasa 2x Master Mix Red, de la marca Ampliqon, Cat. No.: A190303 (véase anexo I), 

en una reacción de 25 µL como volumen final de la reacción (véanse las Tabla 2). 

 

Tabla 2.  Preparación de solución de trabajo para PCR de Helicobacter de género y H. pylori 

 

 

 

 

Las condiciones de preparación del Master Mix para la reacción de PCR es similar en los tres 

cebadores utilizados, excepto en el volumen del DNA de las muestras, Hcom1 solo se utilizó 

1 µL, mientras que en ConsH y BFHpy1 se utilizó 2 µL para la reacción, con los tres 

cebadores se utilizó una concentración de 0.50 Mm de los cebadores. 

Finalmente, la observación de los productos de PCR, con todos los cebadores, se realizó 

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, en un voltaje de 50V por 45 minutos. 

 

 

Solución de trabajo 

Master Mix Red 12.5 µL 

Cebador sentido 0.6 µL 

Cebador anti sentido 0.6 µL 

𝐇𝟐𝐎 10.3 µL 

DNA (muestra) 1-2 µL 

Volumen final 25 µL 
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2.1 Especificidad  

Para comprobar la especificidad de los cebadores se probaron con DNA extraído de diferentes 

especies de Helicobacter como: Helicobacter pylori (H.p); Helicobacter felis (H.f); 

Helicobacter suis (H.s); Helicobacter salomonis (H. ss); Helicobacter helmannii (H.h); 

Helicobacter bizzozeronnii (H.b); y DNA de diferentes bacterias como controles negativos, 

Pseudomona aeroginosa (P.a) y Staphylococcus aureus (S.a).  

 

Figura 1. PCR con DNA de cepas control. B: blanco, 1: H.p, 2:H.f , 3: H.s, 4: H.ss, 5: H.h, 

6: H.b, 7: P.a y 8: S.a. El primer gel es el cebador ConsH con un amplicon de 435bp; el 

segundo gel es Hcom1 con un amplicon de 390bp; y el tercer gel es de BFFpy1 con un 

amplicon de 217bp. 

 

2.2 Sensibilidad  

Para determinar la sensibilidad de los cebadores se realizó una curva de detección con DNA 

de cepa H. pylori J99 en concentraciones de 10, 20, 50, 80 y 120 ng/µL. De igual manera se 

realizó una curva de detección con DNA de biopsias gástricas en concentraciones de 5, 8, 11, 

14, 17 y 20 ng/µL.  

3. Evaluación de cebadores ConsH, Hcom1 y BFHpy1 en muestras clínicas 
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Una vez determinadas las condiciones experimentales de los tres cebadores en cepas de 

Helicobacter mediante PCR en punto final, se realizó un estudio en ciego con 50 muestras 

de DNA de biopsias gástricas, provenientes de 25 pacientes con dos regiones del estómago 

cada uno (antro y cuerpo), las cuales se obtuvieron previamente de un estudio de frecuencia 

de infección por H. pylori y NHPH en niños con manifestaciones gastroduodenales del INP. 

El estatus de infección para H. pylori y otras especies NHPH fue determinado en el 

Laboratorio de Bacteriología Experimental durante el periodo de 2019-2022 (véase método 

de extracción de DNA en biopsias gástricas, anexo II) utilizando los siguientes cebadores 

ureC para identificar H. pylori y cebadores ureAB utilizados para identificar cada especie de 

NHPH considerados como nuestro estándar de oro para comparar los resultados con los 

cebadores propuestos en este trabajo.  El estatus de Helicobacter spp fue obtenido de acuerdo 

a la siguiente definición:  se consideró la presencia del género Helicobacter cuando el 

paciente tuviera un estatus positivo de Helicobacter spp el cual definimos como previo 

resultado positivo de PCR ureC (H. pylori) y/o con diversos cebadores ureAB (NHPH, 

Helicobacter No-H. pylori). 

4. Análisis estadístico  

La concordancia, entre los resultados del estatus de infección por el género Helicobacter y 

por H. pylori mediante la prueba de PCR utilizando los cebadores ConsH y Hcom1 (género 

Helicobacter) y BFHpy1 (H. pylori) y los resultados con cebadores utilizados previamente 

en el laboratorio, se evaluó mediante el índice Kappa (también conocido como coeficiente 

Kappa de Cohen). Esta es una medida estadística utilizada para evaluar la concordancia 

observada en un grupo de datos, representando la proporción de acuerdos observados más 

allá del azar (Abraira V. 2000; Tang, W. 2015), y donde se utiliza como criterio:   
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Resultados  

 

Las condiciones de amplificación para cada uno de los cebadores se muestran en la Tabla 3 

Tabla 3. Condiciones de amplificación de la PCR para identificar Helicobacter spp y H. 

pylori 

 ConsH Hcom1 BFHpy1 

 Temp Tiempo Temp Tiempo Temp Tiempo 

Desnaturalización 

inicial 

94 °C 5 min 94 °C 5 min 94 °C 5 min 

Desnaturalización  94°C 1 min 94°C 1 min 94°C 1 min  

Hibridación  52°C 2 min 63°C 1 min 59°C 2 min  

Extensión  72°C 2 min 72°C 1min 72°C 2 min 

Extensión final  72°C 5 min 72°C 4 min 72°C 2 min 

Ciclos  30 35 40 
Los datos sombreados muestran las condiciones determinadas en este trabajo, y sin sombrear aquellas 

condiciones que ya han sido reportadas. 

 

En el caso de Hcom1 y ConsH las condiciones ya habían sido reportadas (Abdelmalek, S. 

2022; Choi, et al., 2001); sin embargo, se realizaron algunas modificaciones. Las condiciones 

de BFHpy1 se utilizaron tal como lo describen (Flahou, B. 2014). 

Al evaluar la especificidad de los tres cebadores se encontró que el cebador de género Hcom1 

identificó a todas las especies de Helicobacter y el cebador BHFpy1 identificó 

específicamente a H. pylori con un tamaño de amplicón de 390pb y 217pb, respectivamente. 

El cebador de género ConsH amplificó un producto de 435pb e identificó a todas las especies 

de Helicobacter probadas excepto a la especie H. bizzozeronii.  

Por otro lado, la sensibilidad de los tres cebadores se determinó con DNA de cepa de cada 

especie amplificando en todos los casos desde la concentración de 10 ng/µL. Posteriormente 

se evaluó la sensibilidad de los cebadores en DNA de biopsias gástricas con una 

amplificación a partir de la concentración de 8 ng/µL. 
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Los resultados de concordancia de los cebadores ConsH, Hcom1 y BFHpy1 para identificar 

Helicobacter spp y H. pylori con respecto al estatus previo de infección por Helicobacter spp 

y H. pylori se observa en las tablas 4 y 5. 

 

Tabla 4. Resultado de PCR con los cebadores ConsH y Hcom1 para identificar Helicobacter 

spp.   

Paciente 
Región de 

la muestra 

 Estatus de 

Helicobacter 

spp 

ConsH Hcom1 

1 antro + + - 
 cuerpo + + - 

2 antro - - + 
 cuerpo - - + 

3 antro - - + 
 cuerpo - - + 

4 antro - - - 
 cuerpo - - + 

5 antro - - + 
 cuerpo - - + 

6 antro - - - 
 cuerpo + - + 

7 antro + + + 
 cuerpo + + - 

8 antro - - - 
 cuerpo - - - 

9 antro - - + 
 cuerpo - + - 

10 antro - + + 
 cuerpo - - - 

11 antro - + + 
 cuerpo - + + 

12 antro + + + 
 cuerpo - + + 
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13 antro + + + 
 cuerpo - - + 

14 antro - - + 
 cuerpo - + + 

15 antro + + + 
 cuerpo + + + 

16 antro - - - 
 cuerpo - + + 

17 antro + + + 
 cuerpo + + + 

18 antro + + + 
 cuerpo + + + 

19 antro - + + 
 cuerpo - - - 

20 antro - - + 
 cuerpo - + - 

21 antro + + - 
 cuerpo + - + 

22 antro - - + 
 cuerpo - - - 

23 antro - - - 
 cuerpo - + + 

24 antro + - + 
 cuerpo + + + 

25 antro + + - 
 cuerpo + + - 

 

 Tabla 5. Resultado de PCR con los cebadores ureC y BFHpy1 para identificar H. pylori.  

 

Paciente Región de 

la muestra 
UreC BFHpy1 

1 antro + + 

 cuerpo + + 

2 antro - + 

 cuerpo - + 

3 antro - + 

 cuerpo - + 
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4 antro - - 

 cuerpo - - 

5 antro - - 

 cuerpo - - 

6 antro - + 

 cuerpo - + 

7 antro + + 

 cuerpo + + 

8 antro - - 

 cuerpo - - 

9 antro - - 

 cuerpo - + 

10 antro - + 

 cuerpo - + 

11 antro - - 

 cuerpo - + 

12 antro + + 

 cuerpo - + 

13 antro + + 

 cuerpo - + 

14 antro - - 

 cuerpo - - 

15 antro + - 

 cuerpo + - 

16 antro - - 

 cuerpo - + 

17 antro + + 

 cuerpo + + 

18 antro - - 

 cuerpo - + 

19 antro - - 

 cuerpo - + 

20 antro - - 

 cuerpo - - 

21 antro + + 

 cuerpo + + 

22 antro - - 
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 cuerpo - - 

23 antro - - 

 cuerpo - - 

24 antro - - 

 cuerpo - - 

25 antro + - 

 cuerpo + - 

 

 

 

 

Tabla 6. Análisis de concordancia del cebador ConsH y estatus de Helicobacter spp. 

 

La concordancia de los resultados del estatus de infección por Helicobacter spp previamente 

reportado (ureC y/o ureAB, Laboratorio Bacteriología Experimental) comparado con el 

estatus obtenido mediante el cebador fue moderada: coeficiente kappa de Cohen de 0.52 

(IC95% 0.112-0.749), con una sensibilidad encontrada de 89.47 % y especificidad de 

67.74%. 
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Tabla 7. Análisis de concordancia del cebador Hcom1 y estatus de Helicobacter spp.  

 

La concordancia de los resultados del estatus de infección por Helicobacter spp previamente 

reportado (ureC y/o ureAB, Laboratorio Bacteriología Experimental) comparado con el 

estatus obtenido mediante el cebador Hcom1 fue insignificante: coeficiente kappa de Cohen 

de 0.062 (IC95% 0.122-0.302), con una sensibilidad encontrada de 68.42 % y especificidad 

de 38.71%. 

Tabla 8. Análisis de concordancia del cebador BFHpy1 y estatus de H. pylori. 

 

 

La concordancia de los resultados del estatus de infección por H. pylori previamente 

reportado (ureC, Laboratorio Bacteriología Experimental) comparado con el estatus obtenido 

mediante el cebador BFHpy1 fue mediana: coeficiente kappa de Cohen de 0.24 (IC95% 

0.123-0.481), sensibilidad de 71.42 % y especificidad de 58.33% 
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Discusión 

 

El diagnóstico mediante PCR para H. pylori y para otras especies de Helicobacter No-H. 

pylori (NHPH) es una herramienta crucial en la identificación precisa y temprana de la 

infección, lo que facilita un tratamiento oportuno y efectivo, que ayuda a prevenir 

complicaciones asociadas con la infección por estas bacterias. Esta técnica se considera 

simple, precisa y factible en comparación con otros métodos de diagnóstico y su validez y 

precisión dependen en gran medida del diseño de los cebadores, aunque una de las limitantes 

que puede presentarse es la cobertura de determinación de diversas cepas circulantes a lo 

largo de distintas regiones geográficas debido a la variabilidad genética que existe entre las 

cepas. Por lo anterior, se requiere del uso de cebadores que presenten buena sensibilidad y 

especificidad para la identificación de la bacteria del género Helicobacter, siendo la más 

frecuente H. pylori, por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo evaluar tres cebadores 

previamente investigados por Abdelmalek et al, 2022 para ver su eficacia en la identificación 

de Helicobacter en nuestras muestras clínicas de biopsias gástricas que llegan al laboratorio 

para diagnóstico de la infección.  

De acuerdo con el análisis estadístico de los dos cebadores evaluados, ConsH mostró ser el 

mejor para la identificación de Helicobacter spp en las muestras clínicas de los pacientes de 

este estudio, a diferencia del cebador Hcom1. Sin embargo, el valor de concordancia con 

respecto a nuestro parámetro de estándar de oro se muestra como grado de acuerdo moderado. 

Para Abdelmalek S .et al. ConsH podría considerarse como un posible estándar de oro para 

el diagnóstico de Helicobacter spp, ya que su evaluación in silico como in vitro mostró 

buenos resultados en cuanto a sensibilidad el límite de detección del cebador ConsH fue de 

250 y 25 pg en muestras clínicas de heces y biopsias, respectivamente y cuando evaluaron su 
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especificidad in silico identificaron todas las cepas de Helicobacter probadas y no 

identificaron ninguna cepa que no fuera del género Helicobacter. Cuando lo probaron en 

muestras clínicas, ConsH identifico 99 (40.7%) casos positivos a Helicobacter spp en 243 

muestras clínicas de biopsia. En nuestro estudio la sensibilidad es aceptable con 8ng cantidad 

aceptable para una muestra de DNA de biopsia gástrica, en cuanto a su especificidad al 

probarlo con otras bacterias no del género Helicobacter como Pseudomonas aeroginosa y 

Staphylococcus aureus no hubo reconocimiento y al probarlo en muestras clínicas de biopsia 

gástrica se encontró una especificidad del 67%, este valor hace sentido con lo que 

observamos al evaluar la especificidad de este cebador con DNA de diferentes especies de 

NHPH (H. suis, H. bizozzeronii, H, salomonis, H. felis, H. heilmanii) resultando que el 

cebador ConsH no identifica a la especie H. bizozeronii a pesar de ser un cebador diseñado 

por el autor para identificar el género Helicobacter de acuerdo a la evaluación que ellos 

hicieron in silico. Esto podría explicarse a que, aunque la región está conservada entre el gen 

16S RNAr en el caso de esta especie puede ocurrir cierta variación en dicha región en esta 

especie en nuestra población infectada, considerando que además de las regiones 

conservadas, el 16S RNAr contiene regiones hipervariables que son altamente específicas 

para especies o géneros biológicos. A pesar de las diversas ventajas de la PCR, las altas tasas 

de mutación de Helicobacter spp, el polimorfismo en el sitio de unión en el extremo 3' en 

genes codificadores de proteínas, es una situación que es conocida en H. pylori, pero aún no 

descrito en las otras especies no pylori, todo esto pudiendo afectar la eficiencia de 

amplificación y pueden llevar a resultados falsos negativos.  
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Con respecto al cebador Hcom1, diseñado para identificar género Helicobacter, mostró un 

grado de acuerdo insignificante, con respecto a los resultados obtenidos previamente sobre 

el estatus de infección con Helicobacter spp en nuestras muestras clínicas. Aunque presentó 

una sensibilidad de detección de 8ng en muestras clínicas y al evaluar su especificidad con 

varias especies de Helicobacter este fue capaz de identificarlas, la concordancia fue baja. 

Para Abdelmalek et al, este cebador fue considerado no significativo para el uso en el 

diagnóstico de Helicobacter spp. Sin embargo, Farshad et al., 2004 determinó que el cebador 

Hcom1 tiene una buena especificidad en la identificación de Helicobacter spp, con una buena 

sensibilidad a concentraciones mínimas de DNA. Por otro lado, el cebador BFHpy1 mostró 

un grado de concordancia mediano, con respecto a los resultados obtenidos previamente 

sobre el estatus de infección con H. pylori en nuestras muestras clínicas, considerándose no 

un buen cebador para identificar H. pylori , lo cual también señala Abdelmalek et al., 2022 

pues no encontraron buena especificidad debido a que al probar con otras bacterias no del 

género Helicobacter, hubo un reconocimiento hacia K. pneumoniae, en nuestro caso si 

observamos especificidad hacia H. pylori ya que al probarla con las distintas especies de 

Helicobacter- No Helicobacter pylori estas no fueron reconocidas por el cebador, al igual 

que bacterias no del género Helicobacter como Pseudomonas auroginosa y Staphylococus 

aureus no fueron identificadas. En cuanto a sensibilidad la concentración donde se observa 

detección de H. pylori en biopsias gástricas con este cebador fue 8ng. Por otro parte, Flahou, 

et al., quienes originalmente diseñaron el cebador BFHpy1 y lo evaluaron en un estudio de 

muestras de biopsia en chimpancés y simios, lo consideran para su uso en el diagnóstico de 

Helicobacter. 
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Estos resultados nos llevan a considerar que de los tres cebadores evaluados se podría 

considerar el uso de Hcom1 para el diagnóstico de Helicobacter spp, como previa 

identificación específica de cada una de las especies dentro del diagnóstico molecular de 

Helicobacter en el laboratorio de Bacteriología Experimental. Las siguientes consideraciones 

deben ser importantes para diseñar adecuadamente cebadores para identificar Helicobacter 

spp: (1) especificidad, los cebadores deben ser altamente específicos para Helicobacter y no 

producir amplificación cruzada con otros microorganismos presentes en la muestra, para 

evitar falsos positivos; (2) sensibilidad, deben ser capaces de detectar incluso cantidades 

mínimas de DNA en la muestra; conservación de la secuencia, los cebadores deben estar 

diseñados para regiones conservadas del genoma de Helicobacter para garantizar que la PCR 

pueda detectar diferentes cepas de la bacteria, esto es crucial para abordar la diversidad 

genética de Helicobacter  y evitar la falta de detección de ciertas cepas; (3) eficacia clínica, 

es importante no solo el diseño in silico y esto implica validar los cebadores en muestras 

clínicas y comparar los resultados con otros métodos de diagnóstico para evaluar su precisión 

y confiabilidad. 

 

Conclusión   

 

El cebador ConsH mostró mejor índice de concordancia, sin embargo, debe considerarse que 

no es capaz de identificar una de las especies NHPH, por lo que su aplicación en el 

diagnóstico de infección por Helicobacter spp en muestras clínicas de biopsias gástricas es 

cuestionable. 
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Anexos  

Anexo I. Membrete de Taq polimerasa 2x Master Mix Red, de la marca Ampliqon, Cat. 

No.: A190303 
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La reacción de PCR con los cebadores analizados se realizó en un volumen de 25 µL 

(AMPLIQON. 2023). 

 

Anexo II. Método de Extracción de DNA en Biopsias Gastrointestinales 

 

En primera instancia, se homogeniza la muestra con solución salina. Posteriormente, se 

toman 500 µL del homogenizado y se mezclan con 600 µL de buffer (Tris-HCl 10 mM, pH 

8.0 + 0.1% sarcosina), 20 µL de proteinasa K (10 mg/mL) y 20 µL de lisozima (5 mg/mL) 

en un tubo de 1.5 mL. Se deja incubando toda la noche a 50 °C. Al día siguiente, se incuban 

los tubos a 95 °C durante 5 minutos para inactivar la proteinasa K. 
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La extracción de DNA se lleva a cabo mediante la técnica de Fenol-Cloroformo, la cual 

consiste en: 

• Agregar 540 µL de Fenol: Cloroformo: Isoamílico. Se agita con ayuda de un Vortex 

durante 10 segundos y se centrifuga a 14 000 RPM durante 10 minutos. 

• Tomar la fase acuosa y transferirla a un tubo de 1.5 mL, teniendo cuidado de no tomar 

la interfase. Agregar 500 µL de cloroformo isoamílico y centrifugar a 14 000 RPM 

durante 10 minutos. 

• Tomar la fase acuosa y transferirla a un tubo de 1.5 mL. Agregar 30 µL de acetato de 

sodio 3 molar y 600 µL de isopropanol frío, mezclando suavemente. Dejar precipitar 

toda la noche. 

• Al día siguiente, centrifugar a 14 000 RPM durante 10 minutos. Después, lavar el 

pellet de DNA con 600 µL etanol al 70% centrifugando a 14 000 RPM durante 10 

minutos. 

• Decantar el etanol y dejar secar el pellet de ADN. 

• Re-suspender el pellet en 100 µL de agua libre de nucleasas y dejar rehidratar a 4 °C 

durante toda la noche. 

Una vez obtenido el DNA, se cuantifica utilizando el equipo NANODROP 2000. Se mide su 

concentración (ng/µL) y pureza, en relación con las absorbancias 260 nm/280 nm, trabajando 

con muestras con un valor de 1.6 a 1.9. 

Se resguardan las muestras de DNA en refrigeración a -20 °C. 

 

 


