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ABREVIATURAS

CagA: Proteina del antigeno asociado a la toxicidad
cagA: Gen del antigeno asociado a la toxicidad
cagA PAIL Isla de patogenicidad de cagA

BabA: Proteina de adhesién al grupo sanguineo armgemco LeP (Lewis)
babA: Gen de adhesion al grupo sanguineo antigenico Le®
DGA: Displasia gastrica

dNTPs: Deoxinucleotidos

GCA: Gastritis cronica atréfica

H.pylori: Helicobacter pylori

KDa: Kilo dalton

Kb: Kilo base

Mb: Mega base

m1 vacA: Alelo de la region media tipo 1 de vacd
m2 vacA: Alelo de la region media tipo 2 de vacA
pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

sl vacA: Alelo de la region sefial tipo 1 de vacA

82 vacA: Alelo de la regidn sefial tipo 2 de vacA
TPMs: Motivos de fosforilacion en tirosina

VacA: Proteina citotoxina vacuolizante

vacA: Gen citotoxina vacuolizante



1.- INTRODUCCION

1.1 CRONOLOGIA

Los primeros datos reportados de Helicobacter datan de 1893, Bizzorezo en Turin
trabajando con perros reportd “espiroquetas” habitando glandulas géstricas y a nivel
de caniculos de las células parietales. Ahora se sabe que las “espiroquetas” observadas
fueron Helicobacter canis, Helicobacter felis y Helicobacter heilmanni.

Freedberg y Baron en 1940, localizaron al microorganismo en mucosa gastrica de
macacos en los Estados Unidos.

Entre 1950 y 1960, Susumo Ito de Harvard Medical School, realizé una descripcion
anatomica detallada de la mucosa gastrica en microscopio electronico. Posteriormente
publico fotografias de un microorganismo espiral con flagelos (1967).

En Australia en 1979, Warren Robin observd en la mucosa gastrica de pacientes, un
microorganismo de forma espiral al mismo tiempo ¢l y Marshall Barry empezaron un
estudio en pacientes con varios sintomas gastrointestinales. Ya en 1981 al usar
endoscopia se demostrd era Gram-negativa la bacteria.' Gracias a este descubrimiento
los doctores Marshall y Warren ganaron el premio No6bel de Medicina en 2005.

Faltaba aislar a la bacteria, fue posible hasta que los investigadores olvidaron los
cultivos de biopsias gastricas en la incubadora en Semana Santa y los revisaron hasta
el cuarto o quinto dia de incubaciéon, al revisar las cajas observaron colonias
transparentes (Imm). Posteriormente el bacilo se creci6 en agar sangre en un ambiente
microaerofilico.

El organismo fue cultivado fuera de Australia en septiembre de 1983 por McNulty y
Skirrow de un paciente con ulcera gastrica en Warchester, Inglaterra.

En un principio se le consideraba como parte de la familia Campylobacter. El
microorganismo es parecido a Campylobacter en varios aspectos; en la morfologia
curva, crecimiento en medio rico y en ambiente microaerofilico y sensible a
metronidazol. De esta manera en 1985 se conocia como Campylobacter pyloridis. En
1987 se tomo la etiologia correcta derivada del vocablo latin pylorus siendo conocido
como Campylobacter pylori.

Marcadas diferencias de Campylobacter pylori a Campylobacter spp. Sugirieron no
pertenecia al mismo género. C. pylori contiene flagelos en un solo polo y Campylobacter
spp tiene flagelos en sus dos polos. Otra diferencia es que C. pylori contiene una
proteina de banda mayor y acidos grasos.



Subsecuentemente en analisis de secuenciacién de 16rRNA mostraron diferencias
entre C. pylori del verdadero genero Campylobacter, por esto en 1989 se clasifico como
Helicobacter pylori.

Otros datos importantes son los estudios de investigacién posteriores, destacando los
referentes a la proteina VacA. En 1988, Leunk y colaboradores descubrieron que en un
sobrenadante de H. pylori existia degeneracion vacuolar de varias lineas celulares de
mamiferos. Se reconoce una actividad citotdxica, factor importante que induce la
enfermedad. En 1992 fue purificada la proteina y nombrada Vacuola Citotoxica. En
1994 se determiné la secuencia amino terminal de la proteina, clonada y secuenciada
del gen, designado como vacA.'

En 1994 se clasificé por The World Health Organization Agency a H. pylori como un
agente carcinogénico clase 1.2

En agosto de 1997 se publicé la secuencia completa del genoma de H. pylori 26695.
Posteriormente en enero de 1999, se secuencid el genoma completo de J99, otra cepa
de H. pylori, permitiendo la comparacién de los genomas.’



1.2 GENERALIDADES

H. pylori es una bacteria Gram-negativa. Su morfologia microscopica es de forma
curva, espiral o fusiforme. Se ha reportado que H. pylori puede presentar también
forma cocoide (in vitro), esto depende de las condiciones a las que se exponga (cultivos
viejos, expuestos a aire, pH alcalino y a tratamiento con antibiéticos), la forma cocoide
no es cultivable pero es viable y metabolicamente activa, se asocia a una forma de
resistencia.* El bacilo H. pylori mide 0.6 x 3.5 1m tiene de 4-8 flagelos unipolares de
aproximadamente 2.5 m de largo, dandole la propiedad de motilidad.

Crece sobre agar sangre de carnero o caballo, en una atmésfera microaerofilica
aproximadamente al 10% de CO,. No crece en condiciones anaerdbicas, y su
temperatura ideal es a 37° C, su morfologia colonial en medio so6lido es de colonias
pequenas, lisas y translicidas. Es incapaz de crecer en presencia de acidos biliares. Es
ureasa, catalasa y oxidasa positiva. La bacteria presenta un patrén caracteristico de
acidos grasos definidos como patron cromatografico del grupo G.



1.3 TAXONOMIA

La familia Helicobacteriacea (del latin kelicos espiral y bacitros bacilo) se distingue
como tal de acuerdo al analisis de las secuencias 16STDNA/rRNA y se establece la
superfamilia rRNA VI, que incluye a los bacilos Gram-negativo curvos. En el analisis
filogenético se toma en cuenta la secuencia 23rDNA para separar la superfamilia
rRNA VI en Campylobacter {RNA del grupo 1), Arcobacter ({RNA del grupo II) y
Helicobacter (tRNA del grupo III).! El analisis filogenético usando secuencias de
16SrDNA de Campylobacter justifica la formacion de un nuevo género.

El arbol filogenético de Helicobacter, consta de 18 especies 2 especies candidatas y 9

adicionales, basadas en la secuencia de 16rRNA.

Tabla 1.1 Especies de Helicobacter hospedero

sitio de infeccion

Especie Hospedero Sitio de infeccion
H. pylori Primate Estomago
H. nemestrinae Macaco Estomago
H. bizzozeronii Perro, humano Estomago
H. heilmannii Algunos mamiferos Estomago
H. felis Gato, perro Estomago
H. mustelae. Ferret Estomago
H. salomonis Perro Estomago
H. rappini Algunos mamiferos Intestino, estomago
H. hepaticus Raton Intestino, higado
H. bilis Raton, perro, humano Intestino, higado
H. rodentide Raton Intestino
H. canis Perro Intestino
H. fennellide Humano Intestino
H. pollorum Pollo Intestino
H. pemetensis Aves Intestino

*Tomada de Principles of bacterial patogenesis pag 520




1.4 COMPONENTES

FLAGELO. El flagelo le confiere motilidad a H. pylori y capacita al microorganismo a
moverse en su nicho ecologico en la capa mucosa del epitelio gastrico. La bacteria
posee de 4 a 8 flagelos unipolares, cada uno mide aproximadamente 2.5 [Jm de largo
y 30nm de diametro. El flagelo de H. pylori esta compuesto de tres elementos
estructurales tipicos de bacterias entericas: el cuerpo basal, filamento flagelar y gancho.
El cuerpo basal esta implantado en la pared celular y le da la funcién de rotacion y
quimiotaxis. El filamento flagelar funciona como un propel y esta constituido de
subunidades repetidas de 2 polipeptidos FlaA (53KDa) y FlaB(54KDa). El gancho se
encuentra entre el cuerpo basal y el filamento flagelar y contiene una proteina FIgE
(78KDa).

PEPTIDOGLICAN. La peptidoglicana de H. pylori difiere sustancialmente de E.coli.
H. pylori contiene una alta proporciéon de muropeptido con un péptido del lado
terminal de la cadena en glicina y contiene acido (1-6)-anhydro-N-acetilmuramico.
Carece de lipoproteinas y muropeptidos trimericos.

ACIDOS GRASOS. El contenido de acidos grasos de H. pylori fue uno de los criterios
de la exclusiéon de H. pylori  del genero Campylobacter. Los acidos grasos detectados en
H. pylori fueron acido miristico, acido palmitito, acido estedrico, acido oleico, acido
linoleico, acido B-hidroxipalmitico, acido graso 19-carboxiclopropano y acido [3-
hidroxiestearico.

LIPIDOS. El contenido lipidico de H. pylori consiste en 6% de lipidos neutros, 20.6%
de glicolipidos y 73.4% de fosfolipidos correspondientes a fosfatidildetanolamina,
cardiolipina y fosfatidilglicerol y en menor cantidad fosfatidilserina. Contiene también
tres géneros de glucosidos de colesterol que forman el 25% del total de lipidos. La
presencia de glucosidos de colesterol son una caracteristica unica de la membrana de
Helicobacter spp.

LIPOSACARIDO (LPS). EL LPS o endotoxina juega importante rol en la induccion
de la respuesta inmune del hospedero via CD4 mediada por receptores Toll-like (4
estructuras presentes sobre la superficie de leucocitos); ademas contiene antigenos
Lewis x y Lewis y, al expresar antigenos del huésped en sus superficie, H. pylori puede
evadir respuesta inmune. El LPS también estimula la liberacién de histamina, lo que
incrementa la liberacion de acido.

El LPS esta compuesto de lipido A, cadena O y un core (oligosacaridos). El lipido A
contiene D-glucosamina, fosfato, etanolamina y acidos grasos hexadecanoicos, 3-
hidroxyhexadecanoico, 3-hidroxioctadenoico y tetradecanoico. H. pylori se caracteriza
por la ausencia de 4cido 3-hidroxitetradecanoico.

OMPs. Las proteinas de membrana externa (OMPs) en H. pylori ejecutan funciones
esenciales para el metabolismo, mantienen la permeabilidad selectiva de la membrana



externa como a antibioticos. Entre estas se encuentra VacA, CagA, porina (HopA,
HopB, HopC, HopE, HopZ), adhesinas (BabA, AlpA, AlpB) y Heme-binding (se unen
al grupo hemo).’

1.5 GENETICA

H. pylori posee un cromosoma circular de aproximadamente 1.6-1.7Mb. Se conoce
actualmente el genoma completo de dos cepas de H. pylori: 1a cepa 26695 y la cepa J99,
siendo diferente el numero de pares de bases en ellas (1, 667,867pb y 1, 643,831pb
respectivamente). El contenido promedio de G + C en ambas cepas es del 39%.

Han reportado plasmidos (1.5 a 40Kb) en 40% de los aislamientos. H. pylori posee dos
diferentes secuencias de insercidén IS605 y la IS606; la IS605 se ha asociado a genes de
virulencia, ademds se ha encontrado en las cepas de referencia (NCTC11638 y
26695).!

Los dos genomas secuenciados contienen dos copias de los genes 16S y dos juegos de
los genes 5S-23S del ARN ribosomal, ademas la cepa 26695 contiene un gen extra del
5S ARNr. Ambos genomas codifican para 36 especies de ARNs de transferencia.'

Las secuencias del genoma de las cepas J99 y 26695 revelan que la mayoria de los
genes son altamente conservados y solo aproximadamente el 6% de los genes que se
localizan en una cepa no se encuentran en la otra. Los genes especificos de cepa se
encuentran en dos regiones del genoma, en la isla de patogenicidad (cag PAI) y la zona
variable de plasticidad.**

Existe diversidad en la estructura gendmica de las cepas de H. pylori, siendo notable en
cepas Japonesas en comparacion a cepas Norte Americanas. La alta variabilidad puede
atribuirse a las mutaciones y recombinacion, por la variabilidad alelica dentro de diversos
genes (por ejemplo vacA) y la presencia de fragmentos de DNA no conservados entre
diferentes cepas (por ejemplo cag PAI).



1.6 TRANSMISION

Existen varias hipoétesis de como se transmite la infeccidén. La infeccidn por H pylori se
adquiere en la infancia, se asocia al contacto cercano con individuos infectados,
especificamente por la relacion con la madre, el padre y otros nifios infectados.

Se descarta la posible existencia de reservorios animales por tanto no existe una
zoonosis. Sugiriendo que la manera de transmision es de persona a persona (oral-oral,
fecal-oral o iatrogénica).’

La ruta de transmision oral-oral se sustenta en que se ha identificado DNA de la
bacteria de saliva, lengua, paladar, cavidad oral y placa dental, considerandose esta
ultima un potencial reservorio. La via iatrogénica es un problema ocupacional solo si
no existe la correcta desinfeccion de tubos de endoscopia que han tenido contacto con
la mucosa géstrica.’

Matay et al. reporta que la leche materna juega un importante papel en la proteccion
contra la adquisicion de H. pylori, aunque Kitagawa et al. de muestra que si la madre
no lava pezones y manos, la infecciéon puede ocurrir de manera horizontal.®¥’



1.7 PATOGENESIS

El hospedero cuenta con mecanismos que le permiten evitar la colonizacidn bacteriana
en el estomago tales como:

e La presencia de 4cido gastrico
e El movimiento peristaltico

e FEl desprendimiento de células
e [a capa mucosa.

Un factor importante en la colonizacion que posee Helicobacter pylori es la
metaloenzima ureasa que le permite neutralizar el pH estomacal. La ureasa es un
hexadimero constituido por dos subunidades UreA y UreB (26.5KDa y 60.3KDa
respectivamente), ademas contiene dos iones Ni*" en el sitio activo.' La ureasa cataliza
la hidroélisis de urea en amonio y CO,. EIl amonio neutraliza el acido clorhidrico del
estbmago, ocasionando transitoriamente aclorhidria en consecuencia un pH neutro; el
amonio forma una nube alcalina alrededor de la bacteria. Esto permite que H. pylori se
movilice y atraviese la capa mucosa para llegar al epitelio gastrico. La presencia de
flagelos le permite moverse.

H. pylori  puede degradar la capa mucosa gracias a enzimas como mucinasas,
proteasas o fosfolipasas llegando de esta manera al epitelio gastrico donde el pH es mas
alto que en el lumen.

H. pylori se adhiere al epitelio gastrico gracias a las adhesinas que se unen
especificamente a receptores (receptor-ligando). Estudios histologicos sugieren que la
mayoria de H. pylori viven libres en el moco y menos del 25% se adhieren al epitelio.
Para lograr la adherencia H. pylori cuenta con proteinas de membrana externa como
son HopZ, BabA, AlpA y AlpB, asi como hemaglutininas. BabA2 es un factor de
adherencia que no se expresa en todas las cepas, se asocia mas a las cepas de mayor
virulencia, sugiriendo que no son esenciales para la colonizaciéon. BabA se une al
grupo sanguineo antigenico Le® (-1,3/4-difucosilado) expresada en la superficie del
epitelio gastrico (también en eritrocitos). Las proteinas AlpA y AlpB tienen la funcién
de porina y adhesina; Hop2 se comporta como adhesina y no funciona como porina.

El LPS también participa en la adherencia, puede expresar moléculas que se unen a
antigenos Le* que se encuentran en la superficie del epitelio gastrico.
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Figura 1. Factores de virulencia de H. pylori (Nature vol2 Jun 2001, pag 458)

Durante la infeccion la bacteria llega al lumen gastrico donde sobrevive al medio acido gracias a la
enzima ureasa. El flagelo de H. pylori sirve como propel para entrar en la capa mucosa. H. pylori
inyecta por medio del sistema de secrecion tipo IV la proteina CagA dentro de la célula epitelial
liberando citocinas que activan neutrofilos 0 monocitos. VacA induce la formacion de vacuolas
citotoxicas. La liberacidén de proteinas activadoras de neutrofilos (HP-NAP) activan neutrofilos o
monocitos que liberan intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs) causando dafio a las celulas
epiteliales

H. pylori no penetra a las células solo introduce productos que causan dafio en el tejido
ocasionando inflamacion gastrica y posiblemente ulcera péptica, cancer gastrico o
linfoma.’



1.8 FACTORES DE VIRULENCIA

Muchos factores contribuyen a la virulencia de H. pylori destacando la toxina
vacuolizante (VacA), el antigeno asociado a la toxicidad (CagA) y la molécula de
adhesién de union al grupo sanguineo antigénico (BabA). VacA es una citotoxina
(87KDa) que puede inducir vacuolizacidn intracelular en células epiteliales
provocando inflamacién y muerte celular. Las cepas productoras de VacA de genotipo
vac sl estan asociadas con el incremento a dafio gastrico y tlcera péptica.® CagA es un
antigeno inmunodominante (120KDa) y puede ser translocado por un sistema de
secrecion tipo IV en células epiteliales. El fenotipo CagA positiva fue detectada en
pacientes con tlcera péptica, gastritis atrdfica y cancer gastrico.” BabA es una molécula
de adhesion (75KDa) que dirige la union de H. pylori al antigeno del grupo sanguineo
Le® sobre células epiteliales. Se han identificado tres alelos del gene bab (babAl, babA2,
babB); el gene babA2 codifica la proteina BabA. Se asocia la presencia del gene babA2 a
tlcera duodenal y carcinoma gastrico.”'® !

Para diferenciar a las cepas virulentas de las poco virulentas se ha clasificado en cepas
tipo I o virulentas (cagA™ y vacA sl ml) y las cepas tipo II o poco virulentas (cagA" y
vacA s2 m2). Las cepas tipo I se han detectado frecuentemente en pacientes con ulcera
duodenal, gastritis atrofica y cdncer gastrico.’

1.8.1 VacA.

Es un importante factor de virulencia, forma vacuolas &cidas en células HeLa. VacA
es codificada por el gene vacA y es sintetizada como una protoxina (140KDa) asociada
a la membrana externa. Para ser excretada la protoxina debe presentar ruptura en su
porcidon aminoterminal y carboxilo terminal, quedando un monomero de 87KDa. Los
monomeros constituyen una toxina madura de estructura oligomerica. Estudios de
microscopia electronica muestran la estructura oligomerica ensamblada en forma de
flor de seis a siete peétalos de manera hexagonal con un anillo central de
aproximadamente 30nm. La estructura oligomerica de VacA es inactiva y se disocia en
monomeros de 87KDa a un pH 4cido, los monomeros son los que presentan actividad.
La proteina de 87KDa al sufrir proteodlisis se divide en dos fragmentos N-terminal de
aproximadamente 37KDa y C-terminal de aproximadamente 58KDa. Estudios
sugieren que la unién de VacA a células esta mediada por una secuencia de
aminoacidos localizados en la porcion C-terminal (58KDa). La union de VacA a las
células probablemente comprende la interaccion de receptores especificos de la
superficie celular o puede unirse a grupos lipidicos de carga negativa.'
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Figura 2. Estructura y funcién de VacA (Nature, vol 2, Jun 2001, pag 462)

a) VacA es una citotoxica en forma oligomerica. b) Se une a la célula epitelial y penetra a través de
endocitosis (Endosoma), estas vacuolas tienen bombas de protones v-ATPasas. Substancias tales como
amonio cruzan la membrana y son protonadas incrementando el pH acido. Las vacuolas atraen agua
osmoticamente. Aun no esta definido el mecanismo por el cual VacA permite la salida de hierro y niquel
asi como otros nutrientes necesarios para el desarrollo de H. pylori.

Algunos estudios revelan, que VacA al ser sometida a tratamiento acido aumenta la
actividad vacuolizante, pero no significa que incremente la unién a células HeLa o BHK, en
contraste la actividad acida aumenta la union de la toxina a la linea celular AZ-521, donde
se observaron receptores especificos para VacA, es el caso de un receptor proteico -
fosfatas tirosina de 250KDa (RPTPP). También se han localizado otros receptores
especificos para VacA, uno en lineas celulares AZ-521 y AGS de 140KDa y un receptor en
células de desarrollo de epidermis (EGF) y en células HeLa.!

Para la internalizacién de VacA son necesarios los fragmentos 58KDa y 37KDa, los
cuales se internalizan a través de un proceso dependiente de energia, se sugiere que
penetran por endocitosis. Después de entrar la toxina se localiza en una vacuola; las
vacuolas al parecer son hibridos entre lisosomas y componentes del endosoma, esta



contiene una ATPasa tipo-v unido a la membrana de la vesicula asi como dos
pequefias proteinas de unidn a GTP: Rab7 y Racl (asociada al citosol)." Fig2

Dentro de la vacuola la bomba de hidrégeno es estimulada por la toxina y crea un
ambiente acido. Substancias tales como amonio, cruzan la membrana y son
protonadas lo cual incrementa el pH acido. Las vacuolas atraen agua osmoéticamente
de tal manera se incrementa el tamafo y el nimero de vacuolas provocando se
fusionen unas con otras ocasionando la ruptura de la membrana y por tanto halla
muerte celular. VacA es codificada por vac4. VacA se encuentra en todas las cepas de
Helicobacter pylori’, pero no todas expresan la forma activa; aproximadamente solo el
40% de las cepas exhiben actividad vacuolar citotéxica. Esto se debe a la alta variacion
de la secuencia de nucle6tidos entre cepas. vacA contiene variacion alelica en dos
regiones del gen: la region sefial y la region media. En cepas estudiadas en Estados
Unidos se encontrd que la region sefial de vac4 presenta tres alelos: sla, slby s2'y
posibles alelos para la region media: m1 y m2.® '? Otras variantes de la region sefal y
media sean descrito en otras poblaciones, por ejemplo slc en la region sefial y m1b en
la region media en el este asiatico.” '* La region media codifica el dominio de union
célula-toxina y la region secuencia sefial codifica el péptido sefial, la extension N-
terminal en la toxina madura.® "

Las posibles combinaciones del genotipo son: (1) s2m2, codifica una forma no
vacuolizante de VacA; (2) slm2, codifica una forma de citotoxina que induce
vacuolizacidén de manera limitada en lineas de células epiteliales en comparacion con
slml; y (3) slml codifican la forma mas toxica de VacA."”

El alelo s1 de la regién sefial de vacA4 codifica la forma mas téxica que el alelo s2, éste
ultimo tiene una extension corta N-terminal en la toxina madura lo cual elimina la
actividad vacuolizante.' '” El alelo sla se asocia con la presencia de una mayor
cantidad de neutrofilos en la mucosa de antro e infiltracion de linfocitos a diferencia de
slbys2.”

La cepa ml vacA produce altos niveles de la actividad citotéxica in vitro y un dafio
mayor en el epitelio estomacal in vivo, que las cepas con el alelo m2." Investigaciones
hechas en células epiteliales gastricas se ha encontrado que vacA ml causa
vacuolizacion extensiva en contraste a m2 la cual no causa vacuolizacion.'®

Estudios realizados en Houston, Texas encontraron el genotipo vacA slb fue
predominante en la poblacion Hispana, el genotipo vacA sla fue predominante en la
poblacién blanca. Esto coincide con la hipoétesis del genotipo predominante de vacA en
América Central y Sur es similar a la Peninsula Ibérica (slb) y el genotipo vacA en
Canada y Australia son similares al Norte de Europa (sla).

Encontraron también que el genotipo vacA slbml es el mas comun en la poblacién
afroamericana de Houston, esto coincide con lo dicho por Letley et al. que el genotipo
slbml fue predominante en sujetos negros y en la mezcla de razas en Sudéfrica,'



sugiriendo que el genotipo tiene origen en Africa y relacién con la Peninsula Ibérica
(invasion de Moros)."

1.8.2 CagA.

Es una proteina de membrana externa asi como un importante antigeno
inmunodominante de alto peso molecular (120-140KDa).” Esta proteina es codificada
por cagA, se encuentra en un segmento de DNA llamado isla de patogenicidad cag (cag
PAI) de 40Kb y contiene de 27 a 31 genes, algunos de estos genes codifican un sistema
de secrecion tipo IV.?' Otros genes importantes dentro de la isla de patogenicidad son
cagE o picB, cag G, cagH, cagl, cagl y cagM, que in vitro liberan citocinas. cag Pal
presenta caracteristicas similares a las de otras islas de patogenicidad encontradas en E.
coli, salmonella'y Yersinia. Las caracteristicas de la isla de patogenicidad de H. pylori son
las siguientes: contiene genes que codifican factores de virulencia y genes para
proteinas del sistema de secrecion tipo IV asi como presenta uno o dos secuencias de
insercion (IS605 e IS606). La isla puede estar dividida en dos regiones cagl y cagll por
secuencias del cromosoma bacteriano flanqueado por una secuencia de insercion
(IS605).

CagA es translocada al citosol de la célula hospedera mediada por el sistema de
secrecion tipo IV, en el citosol es fosforilada por una cinasa del hospedero de la
familia src, posteriormente ocurre la polimerizaciéon de actina ocasionando la
formacion de pedestal, en la cual la bacteria se une a la célula hospedera.

La estructura cagAd contiene una regioén altamente conservada que se encuentra en el
extremo 5° y una region variable en el extremo 3°, esto explica la variacién en peso
molecular de la proteina CagA (120-140KDa), debido a la presencia de las diferentes
secuencias repetidas en la region variable.*

Yamaoka et al, reporta que la region 3" cagA en aislamientos de Helicobacter pylori en
pacientes Japoneses puede clasificarse en 4 tipos (A B, C y D) dependiendo del tamafio
y numero de regiones repetidas.

Tabla 1.2. Clasificacion de la region 3’ del gen cag4, segun Yamaoka et al.

Tipo Tamafo de producto de PCR Estructura primaria (regiones repetidas)
R1 R2 R3
A 642-651bp ME==A I
B 756bp
813-815b
C P |11 3R 11| 111 [ ]|
756bp ———mr——1m-




Un dato interesante en éste estudio es que en el 86% de las muestras analizadas
provenientes de pacientes con cadncer poseian la estructura de tipo C.*!

Investigaciones realizadas en cepas de H. pylori en la provincia Zhejiang en China, se
clasificaron 3 subtipos de la region 3’ cagd de acuerdo al tamafio y numero de
repeticiones.?

Tabla 1.3. Clasificacion de la regiéon 3’ del gen cagA, segin Ran Tao et al.

Tipo Tamano de producto de PCR Estructura primaria (regiones repetidas)
i 648-650 bp R R2_ R3
I FESESR 1| I |||
11 705-707 bp ||| 500 || BOd ||| 1]
I 815 bp 115252 N

El subtipo I fue localizado en 93.2% de las cepas estudiadas. Este subtipo es parecido
al tipo A reportado por Yamaoka et al, y se encontrd en 93.5% de las cepas analizadas.
El subtipo III es parecido al tipo C y se halld6 en 2.3% y 4.5% de las cepas
respectivamente. En tanto el subtipo II no es similar a los reportados por Yamaoka et
al, este subtipo estuvo presente en 4.5% de las cepas estudiadas.”

Como se menciond CagA es fosforilada por una cinasa de la familia src en el citosol
de las células epiteliales, posteriormente interactua con la fosfatasa SHP-2 que guia la
elongacion de las células epiteliales y la formacion del fenotipo “hummingbird”
(alargamiento del as células en forma de pico, por el rearreglo de la actina en el
citosol).”*

Zhang y colaboradores realizaron un estudio en 30 pacientes Chinos sobre la region
variable de cag4. Ellos encontraron en la mayoria de las cepas poseian un mayor
tamano del gen (~890pb) y en 3 cepas un tamafio menor (~840bp y 770bp). El andlisis
de secuenciacion reveld6 en las cepas de mayor tamafno de la regién 3’ de cag4
contenian 3 motivos de fosforilacion en el residuo tirosina (TPMs) y las de menor
tamafio 2 TPMs. Las de 3 TPMs se relacionaron a cepas Asidticas, ademas se
asociaron a un alto grado de fosforilacion lo cual fue corroborado en la formacion del
fenotipo hummingbird en mayor proporcion en relacién a las de 2 TPMs. >
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Fig. 3 Motivo EPIYA occidental y asiatico ( Nature, vol 4, Sep 2004, pag 692) C

La fosforilacion de tirosina de CagA ocurre en el motivo EPIYA (constituido por una
secuencia de aminoacidos (Glu, Pro, Ile, Tir y Ala). Presente en la region variable
terminal. El motivo EPIYA puede distinguirse en 4 tipos A, B, C y D y se diferencia
por aminoacidos presentes antes o después del motivo EPIYA. El caso mas comun en
Europa, Norte América y Australia es el EPIYA A By el C, este ultimo es exclusivo
de esa region y en Asia predomina el tipo D.%

Diversos estudios realizados en Japon, Corea y China muestran que mas del 90% de
cepas de H. pylori son cagA™ y en Estados Unidos de América Canada y Europa el
porcentaje es menor.

Investigaciones realizadas en Houston, Texas, detectaron que el genotipo cagA™ es el
méas comun en los aislamientos de casi todos los grupos étnicos estudiados
(afroamericanos 71%, hispanos 74%, blancos 77% y vietnamitas 97%). Todos los
aislamientos de vietnamitas presentaron la estructura tipo “Fast Asian” de la region
repetida 3’ de cagA (region JSR), el resto de los grupos étnicos presentaron el tipo "non-
Asian” de ésta region (region WSR).



1.9 MANIFESTACIONES CLINICAS

1.9.1Infeccion aguda.

La infeccion aguda por H. pylori se adquiere en la infancia y cursa en un principio de
manera asintomatico, por lo que es dificil percibir esta etapa. Los sintomas y patologia
gastrica asociada ala infeccidon aguda se conocen porque dos voluntarios ingirieron el
organismo y otros casos de infeccion accidental o inadvertida. La etapa aguda de la
infeccion se caracteriza por nausea y dolor abdominal por dos semanas, gastritis y
desarrollo de hipoclorhidria dentro de los siguientes ocho dias.

1.9.2 Ulcera duodenal.

Pacientes con gastritis predominantemente en el antro gastrico tienden a tener una
secrecion alta de &cido y presentan un riesgo mayor de desarrollar tlcera duodenal. El
exceso de acido llega al duodeno donde neutraliza las sales biliares que normalmente
inhiben a H. pylori; la carga de acido induce metaplasia gastrica en duodeno. La
inflamacion y el exceso de acido dafian la integridad de la mucosa duodenal y
favorecen el desarrollo de tlcera.’

1.9.3 Ulcera gastrica y cancer.

Cuando la gastritis es predominantemente en cuerpo estomacal se tiene una
produccién baja de acido y se desarrolla atrofia gastrica, que puede progresar a ulcera
gastrica o a cancer gastrico distal. Una inflamacién cronica prolongada puede terminar
en atrofia y dafio a células parietales, lo que origina una disminucion en la secrecion
de acido y desarrollo de aclorhidria; esto favorece la metaplasia intestinal y a su vez a
displasia; la displasia se asocia al desarrollo de cancer gastrico.'

1.9.4 MALT.

Otra neoplasia estrechamente relacionada con H. pylori es el linfoma no Hodgkin en
estbmago, que tiene enormes similitudes histoldgicas con el tejido linfoide asociado a
mucosa (MALT). En condiciones normales la pared del estobmago carece de tejido
linfoide, pero como resultado de la infeccién créonica por el microorganismo los
linfocitos empiezan a infiltrarse en la submucosa y se organizan formando un tejido
especializado, ademds el estimulo antigénico constante induce la proliferacion
monoclonal de linfocitos T. Mas adelante y por razones todavia desconocidas, tales
células empiezan a exhibir un comportamiento maligno y proliferan sin ningin
control, dando lugar al linfoma gastrico.

1.10 EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por H. pylori esta presente en casi toda la poblacion mundial. Aunque es
diferente la incidencia en los paises desarrollados en relacidén a los paises en vias de
desarrollo. Esto sugiere que son importantes las condiciones en las que vive la



poblacidon de estos paises. Los factores de riesgo para desarrollar la infeccion por H.
pylori son la edad, nivel socioeconémico bajo, hacinamiento, vivienda insalubre, agua
contaminada y la consaguinidad (se refiere que la infeccion se transmite de persona a
persona y en su mayoria de manera intrafamiliar).

En los paises en vias de desarrollo la infeccion se adquiere tempranamente; a los 5
afios mas del 20% de los nifios estan infectados; en cambio en los paises desarrollados
la infeccion es rara durante la nifiez y la tasa de infeccion aumenta con la edad. La
prevalecia global de H. pylori en los ninos es de 10% en los paises desarrollados, pero
en los grupos de nivel socioecondémico bajo puede incrementar de 30 a 40%. En los
paises en vias de desarrollo la prevalecia oscila entre 80-100%.%

Tabla 1.4 Manifestaciones clinicas asociadas con Helicobacter pylori
(Datos de personas positivas a la infeccion por Helicobacter pylori en los EE.UU)

| Condiciéon | Definicion | Incidencia
~ Gastritis | Inflamacion de la mucosa gastrica 100%
“Ulcera duodenal | Defecto en la mucosa duodenal 5-10%
Ulcera gastrica | Defecto en la mucosa gastrica 5%
Gastritis atréfica | Perdida de glandulas gastricas 5-10%
Metaplasia intestinal | Mucosa gastrica en epitelio gastrico | 5-10%
Displasia epitelial Organizacion y morfologia epitelial <5%
_ gastrica | anormal
Adenocarcinoma Tumor gastrico de células epiteliales <1%
~ gastrico | ‘
_Linfoma géstrico : <1%

* Tomada de Principles of bacterial patogenesis, pag 511.

Estudios de prevalecia realizados en México analizando muestras de la Encuesta
Sexoldgica Nacional (1987-1988), ha establecido que 66% de la poblacion general esta
infectada por H. pylori. La distribucion de la prevalecia en algunos grupos de acuerdo a
cierta edad observada fue: 1-20 anos 50%, 1-4 anos 25%, 5-9 afios 43%, 10-14 afos
55% y 15-19 afos 65%.



1.11 DIAGNOSTICO

Las técnicas de diagnostico de rutina para detectar la infeccion de H. pylori se dividen en
métodos invasivos y no invasivos. Las pruebas invasivas emplean biopsia gastrica
tomada por endoscopia; las pruebas no invasivas no requieren de endoscopia y se
basan en evidenciar de forma indirecta la infeccién a excepcién de la prueba de
deteccidén de antigeno en heces.

[Pruebas para el diagnostico de la infeccion por Helicobacter pylori ]
I 1
[ Invasiva ] [ No invasiva ]
_[ Cultivo ] [ Serologia ]_
_[ Histologia ) [ Deteccidn de antigeno en heces ]_
_[ Prueba rapida de la ureasa ] [ Prueba de aliento de la ureasa ]_

1.11.1Pruebas invasivas.
1.11.1.1Histologia.

Las muestras obtenidas por endoscopia se tifien, ya sea con hematoxilina y eosina,
Warthin-Starry o tincion modificada de Giemsa. Esta prueba proporciona
informacién relacionada con la severidad de la gastritis, metaplasia intestinal o
displasia de la mucosa gastrica. La sensibilidad y especificidad de esta prueba es de
90%.

1.11.1.2 Cultivo.

Se debe inocular la biopsia (para mejores resultados) en menos de dos horas en medio
de transporte de Stuart, caldo Brucella o solucién salina isotonica estéril. El
homogenizado del tejido se siembra en medio gelosa sangre con o sin antibiotico en
atmosfera de microaerofilia a 37° C. la identificacion del microorganismo se hace a
través de su morfologia colonial, tincion de Gram y pruebas bioquimicas ( catalasa,
oxidasa y ureasa). Esta prueba es 100% especifica.’

1.11.1.3 Prueba rapida de la ureasa.
Se basa en la enzima ureasa de H. pylori. La enzima ureasa hidroliza la urea en amonio
y CO,, el amonio sube el pH, virando el indicador del reactivo. La prueba se encuentra
disponible de manera comercial ( CLOtest) o se puede preparar en el laboratorio. La
sensibilidad y especificidad de la prueba varia ente 90-95%.°



1.11.2 Pruebas no invasivas
1.11.2.1 Prueba del aliento de la urea.

Esté método implica la recoleccion de una muestra de aliento antes y otra 30 minutos
después de ingerir urea marcada con C"” o C'". El fundamento del método se basa en
la ureasa (de la bacteria) que hidroliza la urea en amonio y CO,, el CO, marcado es
exhalado en el aliento. Tiene valores de especificidad y sensibilidad de 95%. Pueden
existir falsos negativos si el paciente tomo inhibidores de la bomba de protones,
bismuto o antibidticos.

1.11.2.2 Serologia

La prueba consiste en detectar anticuerpos IgG contra antigenos de H. pylori por un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Sus valores de sensibilidad y especificidad estan
entre 85-95%, esto depende de la edad y del estado inmunolégico del paciente, sobre
todo en nifios ancianos y sujetos inmunocomprometidos que no han desarrollado una
respuesta inmunoldgica adecuada a la infeccion.

1.11.2.3 Deteccion de antigenos en heces
Es posible en ciertas condiciones aislar H. pylori en heces; y se ha desarrollado un

método que detecta antigeno de H. pylori en heces por un ensayo enzimatico. La
sensibilidad y especificidad del método es mayor al 90%.’



1.12 TRATAMIENTO

El reconocer como uno de los agentes etioldgicos a H. pylori de padecimientos
gastricos tales como gastritis y ulcera péptica, trajo en consecuencia un cambio en la
terapia.

Los farmacos usados en el tratamiento para la erradicacion de H. pylori son 5-
nitromidazoles (tinidazol y metronidazol), macrolidos (claritromicina) y B-lactamicos
(amoxilina).

Los 5-nitromidazoles: son profarmacos que necesitan activarse dentro de la célula
blanco. Dentro del proceso de activacion del grupo nitro se reduce generando radicales
libres, los cuales dafian la estructura subcelular y causan dafio y mutacion letal en el
DNA.

Macrolidos: la actividad de los macrolidos consiste en penetrar en la célula y unirse a
ribosomas. Se une al dominio 23S rRNA, provocando interrupcion en la elongacion,
consecuentemente la bacteria no puede sintetizar proteinas. La resistencia a los
macrolidos se encuentra en el cromosoma y es transmitida verticalmente a la
descendencia bacteriana.

B-lactamicos: la amoxicilina es el unico []-lactamico usado en el tratamiento contra la
infeccion H. pylori . H. pylori puede ser resistente a la amoxcilina pero a diferencia de
las bacterias Gram-negativas, la resistencia no se debe a las [-lactamasas. El
mecanismo de resistencia se debe a la alteracion de las proteinas de union a penicilina
(PBPs), disminuyendo la permeabilidad del antibiético en la pared celular bacteriana.’



2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

H. pylori es un importante patégeno humano, causa gastritis cronica y esta asociado al
desarrollo de diferentes enfermedades gastroduodenales como son ulcera péptica,
metaplasia intestinal, displasia gastrica y cancer gastrico. En la virulencia de H. pylori
participan varios factores, los mas estudiados son los genes vacA y cagA, que codifican
las proteinas VacA y CagA respectivamente. Se ha reportado la presencia de los alelos
slml de vacA en aislamientos procedentes de pacientes con ulcera péptica y cancer
gastrico en diversos paises. En tanto cagd también ha sido detectado principalmente en
pacientes con ulcera péptica, gastritis atrofica y cancer gastrico. En el extremo 3’ de
cagA se han observado variaciones de tamano en las diferentes enfermedades. Existen
estudios referentes a lo anterior en variadas partes del mundo, por lo tanto este trabajo
se ha enfocado a pacientes mexicanos con enfermedades gastroduodenales, las
preguntas basicas para este fin son:

(Cual serd la importancia de determinar los alelos de vacA asi como de cagA en cepas
de H. pylori  aislados de pacientes mexicanos que padecen enfermedades
gastroduodenales (gastritis, ulcera duodenal, cancer gastrico, metaplasia intestinal,
displasia gastrica y gastritis cronica atrofica)?

(Cuadl serd la variacién en tamafio de la region 3’ de cagA en las mismas cepas?



3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de los genes vacA4 y la region variable de cagA en cepas de H.
pylori aisladas de pacientes con enfermedades gastroduodenales.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Caracterizar los alelos de vac4 en cepas de H. pylori asiladas de
pacientes con gastritis, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal,
displasia gastrica, ulcera duodenal y cancer gastrico.

3.2.2 Estudiar la presencia de cagA en cepas de H. pylori aisladas de pacientes
con gastritis, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal, displasia
gastrica, ulcera duodenal y cancer gastrico.

3.2.3 Conocer la variacién en tamano de la region 3’ de cag4 en cepas de H.
pylori de pacientes con diferentes enfermedades gastroduodenales.

3.2.4 Asociar la presencia de los alelos vacA y la variacion en tamafio de la
region 3’ de cagA4 en cepas de H. pylori a las enfermedades gastroduodenales.



4.- HIPOTESIS

4.1 Mas del 50% de cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedades
gastroduodenales, poseen los alelos s1 y m1 de vacA.

4.2 Las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedades
gastroduodenales que tienen el genotipo sIm1 son positivas para cagA.

4.3 A mayor tamafio de la region 3’ de cag4d de H. pylori, mayor sera la
posibilidad de que el aislamiento provenga de pacientes con cancer gastrico.



5.- MATERIAL Y METODO

5.1 ANTECEDENTES DE MUESTRA BIOLOGICA

Se realiz6 un estudio de casos y controles en el Hospital General de México (HGM)
y Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, en el periodo
comprendido entre octubre de 1999 a julio del 2002.

Los sujetos de estudio fueron seleccionados de pacientes con sintomas
gastrointestinales con indicacién médica de endoscopia de tubo digestivo alto. Los
grupos de diagnostico fueron integrados en los siguientes grupos: 1) cancer
(carcinoma invasor de estomago) 2) a.- gastritis cronica atréfica (GCA) b.-metaplasia
intestinal (MI) y c.- Displasia gastrica (DG), 3) gastritis superficial y 4) ulcera
duodenal. En el trabajo se incluyeron el numero de pacientes que se muestra en la
tabla 5.1

Tabla 5.1 Numero de pacientes con enfermedades gastroduodenales.

Enfermedad gastroduodenal Numero de pacientes
Céncer 9
UD 11
Gastritis 28
GCA, Ml y DG 15
Total 63

De cada paciente se obtuvieron biopsias de antro (s3) y cuerpo (s4); se aislo H. pylori
de estas biopsias y se obtuvieron de 3 a 6 clonas de cada aislado.



5.2 MATERIAL

5.2. 1Cultivo (aislamiento e
identificacion)
I. Material
- Asas microbiologicas
- Placa de 96 pozos
—-Tubos para microcentrifuga de
1.5ml estériles desechables
- Porta objetos
- Hisopos estériles desechables
-Homogenizador de vidrio vy
pistilo de vidrio esmerilado
- Puntas desechables estériles
-Placas  petri de  plastico
desechables  (100x15mm  de
diametro)
II. Reactivos
- Agar gelosa sangre de carnero 5%

5.2.2 Extraccion de DNA

I. Material

- Tubos para microcentrifuga
1.5ml estériles desechables

- Micropipetas 0.5-10u1,20-200ul y
100-1000u1

- Puntas estériles desechables de
200p! y 1000p1

- Guantes de nitrilo

II. Reactivos
- Isopropanol
- Etanol al 70%

5.2.3 Cuantificacion de DNA
I. Material
- Tubos para microcentrifuga de
1.5ml estériles desechables
- Micropipetas 0.5-10uly 100-
10001

5.2.4PCR
I. Material
- Tubos para microcentrifuga de
1.5 ml estériles desechables

- Agar gelosa sangre de carnero 5%
con antibioticos

- Agua salina fisioldgica estéril

- Pueba de oxidasa

- Urea

- Peroxido de hidrogeno

- Reactivos para tincion de Gram
(Cristal violeta , safranina,
alcohol- acetona, yodo)

- Aceite de inmersion

- Caldo Brucella

- Sobres de Campy pack

ITI. Instrumentos

- Campana de flujo laminar

- Estufa de CO,

- Microscopio

- Refrigerador de -70° C y 20°C

-TE (IX)
- Solucion de lisis de nucleotidos
-RNAasas (20mg/ml)
- Solucidn de precipitacion de
proteinas
III. Instrumentos
- Bafio de agua 80° C
- Bafio de agua 37° C
- Microcentrifuga
- Vortex

- Puntas estériles desechables de
200p! y 1000p1
II. Reactivos
- Agua desionizada
III. Instrumentos
- Espectrofotometro

- Tubos estériles desechables para
PCR



- Micropipetas 0.5-10u1,20-200ul
y 10-40ul
- Puntas estériles desechables de
200pl
- Guantes de nitrilo
II. Reactivos
- Agua desionisada estéril
- Solucidn reguladora para PCR
10X (200mM Tris-HCI pHS.4,
500Mm KCl
- Cloruro de magnesio 50mM
-dNTP
-Taq DNA polimerasa

5.2.5 Electroforesis.

I. Material

- Micropipetas 0.5-10pl

- Puntas estériles desechables de
200ul

- Espatula

- Matraz 250ml

- Charola de plastico ( para colocar
el bromuro de etidio)

- Guantes de nitrilo

5.2.6 Secuenciaciacion

I. Material

—-Tubos para  microcentrifuga
estériles desechables de 1.5 ml

—Tubos estériles desechables para
PCR

- Micropipetas 0.5-10ul1,20-200ul y
10-40p1

-Puntas estériles desechables de
200pl

- Guantes de nitrilo

II. Reactivos

5.2.7 Cepas de referencia.

— Primers

Gen Primer Secuencia (5'a 3) Refe-
rencia
vacA | VAG F-CAATCTGTCCAA
s1/s2 TCAAGCGAG 18
R- GCGTEAAATAA
TTCCAAGG
vacA VAI F- ATGGAAATAC
s1/s2 AACAAACACAC 18
R-CTGTTGAATG
CGCCAA
3'cagd | CAGT | F- ACCCTAGTCGG
TAATGGG 21
R-GCTTTAGCTTCT
GATACTG
III. Instrumentos
- Termociclado
II. Reactivos
- Agarosa
- Solucion reguladora TAE
- Loading buffer 6X
—-Marcador de peso molecular de
1Kb Plus DNA Lader

III. Instrumentos
- Fuente de poder
- Cémara para electroforesis
- Balanza analitica

- Agua inyectable

- Reactivos del protocolo Marligen
Biosciences inc.

- Reactivos del protocolo DyeEx
(2.05 Spin Kit 250) QUIANGEN.

-Reactivos de PCR

III. Instrumentos

- Transluminador

- Concentrador 5301

- Termociclador

- Transluminador

- 8823 positiva para el alelo m1/s1 del gen vacA
- 8822 positiva para el alelo m2/s2 del gen vacA.
-J99 tiene un tamafio de pares de bases aproximado de 450 para la region 3’.




5.3 ESQUEMA DE TRABAJO

5.3.1 Diagrama de flujo del procesamiento de muestras para amplificar DNA
por el método de PCR

Biopsias de estomago (antro y cuerpo)
(Obtenidas por endoscopia de pacientes con
enfermedades gastroduodenales)

N

Aislamiento Identificacion

L
Cultivo Tincion de Gram

e
Pool Clonas

\/
Cosechar

M\
Caldo Solucion salina
Brucella fisioldgica
L 2 L 2

Almacenar a — Extraer DNA (por el
70° C meétodo de Wizard )

A//\

Cuantificacion de DNA Amplificar DNA (PCR)

(Espectrofotometro)
/ m

El gen Alelos del
cagA gen vacA
region 3’

~

Electroforesis (gel de
agarosa 1%)

v

Fotografia en UV
(programa syngene)

b

Pruebas bioquimicas

Ureasa Catalasa

Oxidasa




5.3.2Procedimiento para secuenciar la region 3°del gen cagA4 de H. pylori.

Amplificar la region 3’del gen cagA por
medio de la técnica de PCR (8 tubos).

Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%

Amphwliﬁcé

Colocar el volumen de
los 8 tubos de PCR en un
tubo de 1.5ml

No continuar

Concentrar por

45 minutos

1.5%. y correr electroforesis.

Colocar de 30-50ul de concentrado mas 10ul
de loading buffer en un pozo de agarosa al

v

Cortar la banda
deseada del gel

Purificar la regién amplificada del
DNA de H. pylori usando los reactivos
de Marligen Biosciences inc.

Purificar los productos, usando los

Amplificar el producto purificado
para obtener el templado usando la

reactivos del protocolo (DyeEx
QUIANGEN).

técnica de PCR

y

Mandar secuenciar los productos ya
purificados

Analizar los resultados
por medio de programas
de computacién

CHROMAS

DNAMAN




5.4 METODOS

5.4.1 Cultivo (aislamiento e identificacion)

Biopsias

a)

Se coloca la biopsia en el homogenizador mas 200 [11 de solucién salina
fisiologica estéril ( se homogeniza lo mas posible)

b) Se coloca el pistilo en medio agar gelosa sangre 5% de carnero sin antibidtico.

c¢) De40(11a50!(11del homogenizado se toman con una punta estéril, se colocan
en el medio y se estria con un asa bacteriologica estéril.

d) El resto del homogenizado se coloca en el tubo original que lo contenia para
conservarlo en congelacién a —70° C.

e) Incubar en condiciones de microaerofilia (Campy pack o incubadora de CO,) a
37°C, por lo menos 48 horas.

f) Aislar e identificar con las pruebas bioquimicas catalasa, oxidasa y ureasa asi
como tincién de Gram. Propagar en gelosa sangre en las condiciones antes
descritas.

g) Cosechar vy guardar a —70° C en criotubos que contengan caldo Brucella
glicerol al 15%.

Congelar.

a) Cultivar (48hrs) en medio gelosa sangre de carnero al 5% sin antibiotico

b) Identificar H. pylori con oxidasa (+), catalasa (+) y tincion de Gram(Gram-
negativa).

¢) Cosechar H.pylori con un hisopo estéril, resuspender en 1ml de caldo Brucella-
glicerol al 15% estéril.

d) Guardar en cri6tubos marcados con el numero de cepa en el costado y la tapa e
inmediatamente colocar a -70° C.

Descongelar

a) Mantener los cridtubos en hielo seco para evitar que se descongelen

b) Raspar con una punta o asa estéril.

¢) Depositar el indculo en medio de gelosa sangre de carnero al 5% con antibibtico
y sin antibiotico.

d) Incubar en estufa de CO, a 37° C, durante 2 a 5 dias.

e) Regresar al congelador de -70° C los criotubos con la cepa.

5.4. 2 Extraccion de DNA (Método de Wizard Genomic prep.)

a)

b)
<)
d)
€)
f)

g)
h)

Centrifugar muestra de H. pylori en solucion salina fisiologica estéril a 13,000-
16,000/g/2min.

Decantar, conservar la pastilla; agregar 600 [11 de solucién de lisis.

Incubar a 80° C/5min para lisar las células.

Agregar 1.2111 de RNAasas (10mg/ml), mezclar por inversion 25 veces.
Incubar a 37° /40min

Agregar 200 [J1 de solucibn de precipitacion de proteinas. Mezclar
vigorosamente por 20 seg.

Incubar en hielo 20 min.

Centrifugar a 13,000-16,000xg/3min



1) Transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo para microcentrifuga
de 1.5ml que contenga 600 /1 de isopropanol.

j) Invertir hasta observar hebras blancas que indican la presencia de DNA
(Incubar a -20° C/toda la noche)

k) Centrifugar a 13,000-16,000xg/2min

1) Retirar el sobrenadante.

m) Agregar 600 11 de etanol al 70% y centrifugar a 13,000-16,000xg/3min,
decantar y repetir 3 veces este procedimiento.

n) Secar el DNA, los tubos deben permanecer abiertos. Para evitar contaminacion
cubrir los tubos con aluminio.

0) Agregar 150111 de TE al tubo para rehidratar.

5.4.3Cuantificacion de DNA

a) Prepara dilucion del DNA 1/10 con TE o con agua desionizada.

b) Leer en el espectrofotometro a una longitud de onda de 260 (DNA)

¢) De acuerdo a la concentracién de DNA stock, se debe ajustar la concentracion
a 50ng/ml — 100ng/ml.

5.4.4PCR

PCR para los alelos s1/s2 y m1/m2 del gen vacA y la region 3’ del gen cagA.
a) Se prepara la mezcla en un tubo de PCR de la siguiente manera:
Tabla 5.2 Reactivos para la mezcla para la técnica de PCR.

Componentes Volumen por tubo/ [ 1
X
Agua desionizada estéril 1901
Buffer de PCR 10X 2.5001
Cloruro de magnesio 0.75011
dNTP 10mM 0.5771
Primer F 0.501
Primer R 0.5011
Taq DNA polimerasa (5U/ [11) 0.25011
Templete de DNA 101
Total 25011

b) Introducir en el termociclador a las siguientes condiciones:

94° C/90seg 94° C/30seg, 56° C/60seg, 72° C/90segy 72° C/5min por 35 ciclos y

al final 4

¢) Mantener la reaccion a 4° C. Las muestras pueden ser almacenadasa  -20° C
hasta su uso.

d) Analizar el producto de amplificacién a través de electroforesis en gel de
agarosa.



5.4.5 Electroforesis.

a)
b)
<)
d)
€)
f)

g)
h)

),

Preparar solucion de agarosa 1.5% en TAE 1X (disolver completamente por
calentamiento).

Cuidadosamente verter la solucion de agarosa en la camara de electroforesis.
Insertar el peine aproximadamente 1mm por arriba del fondo de la camara.
Dejar solidificar el gel. Remover el peine. Agregar un volumen suficiente
solucion reguladora TAE 1X para cubrir el gel.

En una placa de 96 pozos, mezclar 1ul de loading buffer a 5ul de producto de
PCR.

Aplicar con micropipeta 2.5 /1 de 1aKb DNA ladder (preparado) a un pozo del
minigel.

Aplicar con micropipeta 4-6 (11 de muestra (loading buffer més producto de
PCR) a pozos individuales del minigel.

Conectar electrodos y encender el voltaje (100V) la electroforesis toma entre
20min a 2horas dependiendo del tamano de los fragmentos.

Una vez completada la electroforesis, se tifie el gel en bromuro de etidio por
20min.

Se retira el exceso de bromuro de etidio con agua y se toma una foto del gel
utilizando un transiluminador UV para visualizar las bandas tefiidas con
bromuro de etidio. El gel en esta etapa esta listo para transferirse, purificar
fragmentos o desecharse.

5.4.6 Secuenciacion.

a)
b)

<)

d)

g)
h)

Amplificar DNA de H. pylori por medio de la técnica de PCR ya antes descrita.
Usar 8 tubos de PCR con un volumen de 2511 cada uno.

En gel de agarosa al 1.5% correr electroforesis para verificar la amplificacion de
los productos de PCR.

En un tubo de 1.5ml estéril agregar el volumen de los 8 tubos de PCR (solo si
amplificaron) y concentrar por 45 minutos; en caso de concentrar a sequedad
hidratar con agua inyectable (50 [11).

En gel de agarosa al 1.5% agregar en un pozo de 30-50 1 del producto de PCR
mas 1071 de loading buffer y correr la electroforesis.

Usar transluminador de UV para apreciar la banda deseada y cortarla con
bisturi.

La banda ya cortada se coloca en un tubo de 1.5ml estéril (previamente pesado
y rotulado). Posteriormente se vuelve a pesar el tubo y por diferencia de masa se
obtienen los miligramos de agar.

La banda cortada se purifica usando los reactivos del protocolo comercial de
Marligen biosciences inc.

El DNA purificado se cuantifica en agarosa al 1.5% a través de una
electroforesis y usando como marcador [ ] DNA /hind III.

En dos tubos para PCR estériles preparar la mezcla como se indica usando solo
un primer en cada tubo.



Tabla 5.3 Reactivos para amplificar el templado usando la técnica de PCR.

Reactivos Cantidaden[ 11 | Cantidaden (11
Agua inyectable 5 S
Primer 2.5pMol (CAGT-F) 4 -
Primer 2.5pMol (CAGT-R) - 4
BigDye 3 3
DNA 8 8

j) Purificar los productos amplificados usando los reactivos del protocolo DyeEx
(2.0 Spin Kit 2509 QUIANGEN).

k) Enviar las muestras a secuenciar

1) Analizar los datos usando los programas CHROMAS y DNAMAN.

5.5 METODO ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizo la prueba de independencia de Xi* (programa EPI-
INFO (2000)).



6.- RESULTADOS

6.1 Resultados generales.

En el estudio se procesaron para aislamiento de H. pylori biopsias de antro y cuerpo de
63 pacientes y se aislaron 244 cepas. El analisis del DNA de estos aislados consistio en
determinar la presencia de alelos de vacA y del gen cagd de H. pylori. En la tabla 6.1.1
se presenta en forma de lista los resultados obtenidos por PCR para los genes vacA y

cagA en las cepas y clonas estudiadas.

Tabla 6.1.1 Datos generales de aislamiento de H. pylori.

Enfermedad No de No de cepas No de cepas region
pacientes region 3 (antro) 4 (cuerpo)
Gastritis 28 18 12
GCA, M1y DG 15 8 6
Céncer’ 9 8 5
Ulcera duodenal 11 10 8

"La region 6 es aislada de antro




Tabla. 6.1.2 Resultados generales por cepa de alelos s1/s2 y m1/m2 del vac4 y la
regién 3’ de cagA4 en cepas de H. pylori aisladas de pacientes que padecen gastritis.

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)

110 S3 1 slm?2

110 S3 2 slm2

110 S3 3 slm?2

110 S3 4 slm?2

110 S3 5 slm2 500
110 S4 1 s2m?2

110 S4 2 s2m?2

110 S4 3 s2m?2

110 S4 4 s2m?2

110 S4 5 s2m?2

110 S4 6 s2m?2 500
005 S4 1 slml

005 S4 2 slml 500
103 S3 1 slml

103 S3 2 slml 500
103 S4 1 slml

103 S4 2 slml 500
166 S3 1 s2m?2

166 S3 2 s2m?2 -
147 S4 1 s2m?2

147 S4 3 s2m?2 -
284 S3 1 s2m?2

284 S3 2 s2m?2 B




Continuacion de la tabla 6.1.2

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)

284 S4 1 s2m?2

284 S4 2 s2m?2 -
260 1 slml

260 2 slml 500
320 S3 1 slml

320 S3 2 slml 500
320 S4 1 slml

320 S4 2 slml 500
329 S3 1 slml

357 S3 3 slml

357 S3 4 slml

357 S4 1 slml

357 S4 2 slml

357 S4 3 slml

357 S4 4 slml

357 S4 5 slml

357 S4 6 slml 500
386 S3 1 slml

386 S3 2 slml

386 S3 3 slml

386 S3 4 slml

386 S3 5 slml

386 S3 6 slml 500
386 S4 1 slml

386 S4 2 slml

386 S4 3 slml

386 S4 4 slml

386 S4 5 slml

386 S4 6 slml 500
370 S3 1 s2m?2

370 S3 2 s2m?2

370 S3 3 s2m?2

370 S3 4 s2m?2

370 S3 5 s2m?2

370 S3 6 s2m?2 500
370 S4 1 s2m?2

370 S4 2 s2m?2

370 S4 3 s2m?2

370 S4 4 s2m?2

370 S4 5 s2m?2

370 S4 6 s2m?2 500
010 S4 1 slml

010 S4 2 slml 500
135 S4 1 s2m?2 -
135 S4 2 s2m?2

139 1 slm2

160 S4 1 slml

160 S4 2 slml 500




Continuacion de la figura 6.1.2

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)
171 1 slml 500
171 2 slml
176 S3 1 slml
176 S3 2 slml
185 S3 1 slml
185 S3 2 slml
203 S3 1 slml
203 S3 2 slml 650
221 S3 1 s2m?2
221 S3 2 s2m?2 -
231 S3 1 slml
231 S3 2 slml 550
233 S3 1 slml
233 S3 2 slml 850
013 S3 1 slml 600
029 1 slml
029 2 slml 500
044 S3 A slml
044 S3 B slml
044 S3 C slml 500
100 S4 1 slml
100 S4 2 slml 500
217 S3 1 slml
217 S3 2 slml 600




Tabla.6.1.3. Resultados generales por cepa de alelos s1/s2 y m1/m2 de vacAd y la
regién 3’ de cagA en cepas de H. pylori aisladas de pacientes que padecen gastritis
cronica atrofica, metaplasia intestinal y displasia gastrica (GCA, M1y DGQG).

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag 4 3’(pb)
Gastritis cronica atrofica

011 S3 1 slml

015 S3 1 slml 500

015 S3 2 slml

031 S4 1 slml 500

031 S4 2 slml

033 S3 1 slml

033 S3 2 slml

080 S4 1 slml 650

080 S4 2 slml

084 S4 1 slml 650

084 S4 2 slml

021 S3 1 slml

032 S3 1 slml 450

032 S3 2 slml

036 S4 1 slml

036 S4 2 slml 600

Metaplasia intestinal

144 1 slml

144 2 slml

220 S3 1 slml 500

220 S3 2 slml

016 S4 1 slml 600

016 S4 2 slml

228 S3 1 slml

228 S3 2 slml 600
Displasia gastrica

035 S3 1 slml

060 S4 1 slml




Tabla.6.1.3 Resultados generales por cepa de alelos s1/s2 y m1/m2 de vacA4 y la region
3’ de cagA de H. pylori aislada de pacientes que padecen cancer.

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)
188 S3 1 slml

188 S3 2 slml

188 S3 3 slml

188 S3 4 slml

188 S3 5 slml

188 S3 6 slml 650
188 S4 1 slml 650
188 S4 2 slml

188 S4 3 slml

188 S4 4 slml

188 S4 5 slml

188 S4 6 slml

206 S3 1 slml

206 S3 2 slml 400
377 S3 1 slml

377 S3 2 slml 500
377 S4 1 slml 500
377 S4 2 slml

401 S4 1 slml 600
443 S6 1 slml -
510 S3 1 slml

510 S3 2 slml 650
510 S4 1 slml 650
510 S4 2 slml

535 S3 1

535 S3 2 slml 500
535 S4 1 slml 500
535 S4 2 slml

456 S4 1 slml 600
456 S4 2 slml

456 S3 1 slml 800
456 S3 2 slml

456 S6 1 slml 800
456 S6 2 slml

331 S3 1 slml

331 S3 2 slml

331 S3 3 slml

331 S3 4 slml

331 S3 5 slml 600




Tabla. 6.1.4 Resultados generales por cepa de alelos s1/s2 y m1/m2 de vacA y la
regién 3’ de cagAd en cepas de H. pylori aisladas de pacientes que padecen ulcera
duodenal.

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)
174 S3 1 slml

174 S3 2 slml

174 S3 3 slml

174 S3 4 slml

174 S3 5 slml

174 S3 6 slml 500
174 S4 1 slml

174 S4 2 slml

174 S4 3 slml

174 S4 4 slml

174 S4 5 slml

174 S4 6 slml 500
204 S3 1 slml

204 S3 2 slml

204 S3 3 slml

204 S3 4 slml

204 S3 5 slml

204 S3 6 slml 500
204 S4 1 slml

204 S4 2 slml

204 S4 3 slml

204 S4 4 slml

204 S4 5 slml

204 S4 6 slml 500
355 S3 1 slml

355 S3 2 slml

355 S3 3 slml

355 S3 4 slml

355 S3 6 slml 500
362 S3 1 slml

362 S3 2 slml

362 S3 3 slml

362 S3 4 slml

362 S3 5 slml

362 S3 6 slml 500
362 S4 1 slml

362 S4 2 slml

362 S4 3 slml

362 S4 4 slml

362 S4 5 slml

362 S4 6 slml 500
372 S3 1 slml

372 S3 2 slml

372 S3 3 slml

372 S3 4 slml

372 S3 5 slml

372 S3 6 slml 500




Continuacion de la figura 6.1.4

Cepa | Region | Clona | vacA(s/m) | cag A 3’(pb)

372 S4 1 slml

372 S4 2 slml

372 S4 3 slml

372 S4 4 slml

372 S4 5 slml

372 S4 6 slml 500
336 S3 1 slm?2

336 S3 2 slm?2

336 S3 3 slm2

336 S3 4 slm2

336 S3 5 slm?2

336 S3 6 slm2 -
336 S4 1 s2m?2

336 S4 2 s2m?2

336 S4 3 s2m?2

336 S4 4 s2m?2

336 S4 5 s2m?2

336 S4 6 s2m?2 -
300 S3 2 slml 400
387 S3 1 s2m?2 -
387 S4 1 s2m?2

387 S4 2 s2m?2 600
379 S3 1 slml

379 S3 2 slml 500
379 S4 1 slml

379 S4 2 slml 500
261 S3 1 slml

261 S3 2 slml 500
263 S4 1 slml

263 S4 2 slml 500




6.2 Resultados de los alelos s1/s2 y m1/m2 de vacA por cepa.

La tabla 6.2.1 y la figura 6.2.1 muestran la frecuencia obtenida de los alelos de vac4 en
todas las cepas estudiadas. Observamos que para el alelo s el que se encontré con
mayor frecuencia fue, sl (84.02%) y para el alelo m el mas frecuente fue m1 (79.10%)
La tabla 6.2.2 y figura  muestran las frecuencias obtenidas para los alelos de vac4 en
relacion a la enfermedad. En este estudio encontramos que la variacion alelica mas
comun fue sl (gastritis 70.59%, cancer gastrico 100%, GCA, MI y DG 100% y tlcera
duodena88.31%) y m1 (gastritis 64.71%, cancer gastrico 100%, GCA, MI y DG 100%
y ulcera duodena80.52%). La tabla 6.2.3 y figura 6.2.3 muestran la frecuencia de los
combinaciones de los alelos de vac4

Tabla 6.2.1 Frecuencia de alelos de vacA4 en cepas de H. pylori de aislados de pacientes
infectados.

Alelos No Porcentaje %
sl 205 84.02
s2 39 15.98
ml 193 79.1
m2 51 20.9
20.9
‘ 84.02|:Isl
D>
//// As2
79.1 m2

15.98

Figura 6.2.1 Presencia de los alelos s1/s2 y m1/m2 de vacA, en el total de las cepas
(244). El resultado es expresado en porcentaje.

Tabla 6.2.2. Frecuencia de alelos vac4 en cepas de H. pylori aisladas de diferentes
enfermedades gastroduodenales.



ENFERMEDADES GASTRODUODENALES
Alelo de Gastritis  |[GCA,DG y MI'?  Céancer*® UD’*
vacA (n=102) (n=26) (n=39) (n=77)
positivo positivo positivo positivo
(%) (%) (%) (%)
sl 72 (70.59) 26 (100) 39 (100) 68 (88.31)
s2 30 (29.41) 0 (0) 0 (0) 9(11.69)
ml 66 (64.71) 26 (100) 39 (100) 62 (80.52)
m2 36 (35.29) 0 (0) 0 (0) 15 (19.48)

* GCA,DGMl,cancer y UD vs gastritis (Alelo s, 'p<0.00372, *p<0.00033 vy
3p<0.000670) (alelo m *p<0.00087, *p<0.00004 y “p<0.03128).

120 -
100 S g S B Gastritis
80 ' . BGCA Mly
<00 I / o
S % % o mCancer
% il s
40 % % > 0
/ / SOuDp
20 Z Z =
s1 s2 ml m2

Enfermedades gastroduodenales

Figura 6.2.2 Presencia de alelos de vac4 (s1/s2 y m1/m2) en cepas de diferentes
enfermedades gastroduodenales. El resultado es expresado en porcentaje.



Tabla 6.2.3 Frecuencia de diferentes combinaciones de alelos de vac4 (slml, s2m2 y
slm2) en cepas de H. pylori aisladas de pacientes infectados.

Numero
Genotipo (n=244) |Porcentaje %
slml 193 79.1
s2m?2 39 15.98
slm2 12 4.92
4.95

15.98

79.1

Oslml Mmms2m?2 Hsim2

Figura 6.2.3 Frecuencia de diferentes combinaciones de alelos de vac4 (slml, s2m2 y
slm2) en 244 cepas de H. pylori. El resultado es expresado en porcentaje.



Tabla 6.2.4 Frecuencia de diferentes combinaciones de alelos de vac4 (slml, s2m2 y

slm2) en cepas de H. pylori aisladas de diferentes enfermedades gastroduodenales.

Gastritis GCA, Mly Cancer UD
Genotipo (n=102) DG (n=39) (n=77)
(n=26)
Positivo (%) Positivo (%) Positivo (%) Positivo (%)
slm1 66 (64.71) 26 (100) 39 (100) 62 (80.52)
s2m2 30 (29.42) 0 (0) 0 (0) 9(11.69)
slm2 6 (5.88) 0 (0) 0 (0) 6 (7.79)
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Figura 6.2.4 Presencia de la combinacién de alelos de vacA (slml, s2m2 y sIm2) en
diferentes enfermedades gastroduodenales. El resultado es expresado en porcentaje.



6.3 Frecuencia de la region 3’ de cagA, la relacion entre genotipo vacA 'y
cagA y de la variacion de tamaiio de la region 3” de cagA por cepa.

Observamos en la tabla 6.3.1 y la figura 6.3.1 que el genotipo mas comun en pacientes
mexicanos fue cagA” (88.93%). En la tabla 6.3.2 y la figura 6.3.2 la combinacion de los
alelos de vacA y la region 3° de cagA con mayor frecuencia en los 4 grupos de
enfermedades gastroduodenales es slm1/cagA 3"*. En la tabla 6.3.3 vy las figuras 6.3.3
y 6.3.4 encontramos el tamafio de productos de PCR de region 3" de cagd mas
frecuente en gastritis y ulcera duodenal fue de 500-599pb y en céncer gastrico y GCA,
MIy DG fue 600-699pb.

Tabla 6.3.1 Frecuencia de la region 3’ de cagA en cepas de H. pylori aisladas de
biopsias de pacientes infectados.

cagA +/- | No (n=244) | Porcentaje %
cagAd ™"’ 217 88.93
cagd -~ 27 11.07

*el signo + indica presencia del gen y ** el signo — indica ausencia.

11.07

OcagA +
McagA -

88.93

Figura 6.3.1 Presencia de la region 3’ de cagAd en cepas de H. pylori en (244). Los
resulta son expresados en porcentaje.



Tabla 6.3.2 Frecuencia de la combinacién de alelos de vacA y la region 3” de cagA
(+/-) en cepas aisladas de diferentes enfermedades gastroduodenales.

slml/cagA|slml/cagA |s2m2/cagA |s2m2/cagA|s1m2/cagA|s1lm2/cagA
+ - + - + -
Positivo Positivo
Enfermedad |Positivo (%)[Positivo (%)[Positivo (%) (%) Positivo (%) (%)
Gastritis 66 (64.70) 0(0) 18 (17.64) | 12 (11.76) | 5(4.90) 1 (0.98)
GCA, Mly
DG 26 (100) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Cancer 38(97.44) | 1(2.56) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
UD 62 (80.52) 0(0) 2 (2.60) 7(9.09) 0(0) 6(7.79)
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slml/cagA + slml/cagA - s2m2/cagA + s2m2/cagA - slm2/cagA + slm2/cagA -
Alelos del gen vacAy del gen cag Aregion 3°

Figura 6.3.2 Relacion entre la combinacién de alelos de vacA (s1ml, s2m2 y sim2) y
genotipo de cagA (+/-) (+/-) en cepas aisladas de diferentes enfermedades
gastroduodenales.



Tabla 6.3.3 Relacion de productos de PCR de region 3'de cagd con enfermedades

gastroduodenales.
Enfemedad Producto de PCR (pb)
gastroduodenal n 400-499 500-599 600-699 800-899
Gastritis 28 3(10.71%) 21(75%) 3(10.71%) 1(3.57%)
GCA, Ml y DG 9 1(11.11%) 3(33.33%) 5(55.55%) 0 (0%)
Cancer 13 1(7.69%) 4(30.77%) 6(46.15%) | 2(15.38%)
UD 15 1(6.66%) 13(86.67%) 1(6.60%) 0(0%)
Gastritis GCA, Mly DG
A
75 B 55.55
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60 - 50
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20 | 10.71 10.71 257 0| 1111 I
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Figura 6.3.3 Variacion de productos de PCR de region 3" de cagd en diferentes
enfermedades gastroduodenales. Grafica A (gastritis), grafica B (GCA, MI y DQG),
grafica C (cancer) y grafica D (ulcera duodenal (UD)). El resultado es expresado en
porcentaje.
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Figura 6.3.4 Grafica de variacién de productos de PCR de region 3" de cagd en
diferentes enfermedades gastroduodenales.



6.4 Resultados de electroforesis en agarosa de productos de PCR.

650
500

Figura 6.4.1. Gel de agarosa al 1%, electroforesis de productos de PCR del alelo
“m“de vacA. Linea 1 (marcador de 1KB Plus DNA ladder), linea 2 (control positivo
para el alelo m2, cepa 8822), linea 3 (control positivo para el alelo m1, cepa 8823),
linea 4 (cepa 221-S3-C1, positivo para el alelo m2), linea 5 (cepa 221-S3-C2, positivo
para el alelo m2), linea 6 (cepa 188-S3-C1, positivo para el alelo m1), linea 7 (cepa 188-
S3-C2, positivo para el alelo m1), linea 8 (cepa 188-S3-C3, positivo para el alelo m1.

Figura 6.4.2. Gel de agarosa al 1%, electroforesis de productos de PCR del alelo “s“de
vacA. Linea 1 (marcador de 1KB Plus DNA ladder), linea 2 (control positivo para el
alelo s2, cepa 8822), linea 3 (control positivo para el alelo s1, cepa 8823), linea 4 (cepa
387-S3-C1, positivo para el alelo s2), linea 5 (cepa 387-S4-C1, positivo para el alelo s2),
linea 6(cepa 387-S4-C2, positivo para el alelo s2), linea 6 (cepa 188-S3-C1, positivo
para el alelo s1), linea 7 (cepa 188-S3-C2, positivo para el alelo s1), linea 8 (cepa 188-
S3-C3, positivo para el alelo s1).



Figura 6.4.2. Gel de agarosa al 1%, electroforesis de productos de PCR de la region 3°
de cagA. Linea 1 (cepa 456-S4-C1, 800pb), linea 2 (cepa 188-S3-C6, 650pb), linea 3
(387-S4-C1, 600pb), Linea 4 (marcador de 1KB Plus DNA ladder), linea 5 (cepa 372-
S3-C3, 500pb), linea 6 (control positivo J99, 450pb), linea 7 (cepa 32-S3-C1, 450pb)



6.5 Ejemplo de secuenciacion de la region 3" de cagA de la cepa clinica
372-S3-C3 de H. pylori proveniente de un paciente que padece ulcera
duodenal.

Secuencia de la proteina CagA region 3’

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

CAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATT
T L S KNF S D1 K K EULNAIKILGNF

TCAATAACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAA
NN NNNNGLIKNEWP 1T Y A KV N K K

AGAAAACAGGACAAGCAGCTAGCCCTGAAGAACCCATTTATACTCAAGTTGCTAAAAAGG
K T 6 Q AA S P EE P 1 Y TQV A K KV

TGAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGGGTGGTGTAGGGCAAG
NA K1 DRLNZOQTI ASGLG GGV G Q A

CAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCGAT
AAG F P L K KHD KV DDIL S KV G R S

CAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACAATTGATGATCTTGGCGGACCTTTCCCTTTGA
AAS P EPI1L Y AT1 DODULGGPF P L K

AAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGG
R H DK VDU DL S KV GL SRNQK L A

CTCAG
Q



7.- DISCUSION

La infeccion por H. pylori esta asociada a serios padecimientos gastroduodenales como
son gastritis, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal, displasia gastrica, cancer y
ulcera duodenal.

En el trabajo se busco la presencia de alelos de vacA y la regién 3" de cagd en
aislamientos clinicos. Estos genes son importantes factores de virulencia y varios
autores los relacionan a enfermedad gastroduodenal severa como ulcera duodenal y
cancer gastrico.

En este trabajo de tesis, se observo que todos los aislamientos clinicos de H. pylori
estudiados son positivos para vacA, predominando en la region senal el alelo s1 en 205
(84.02%) de los aislamientos y solo en 39 (15.98%) el alelo s2; esto fue estadisticamente
significativo, p< 0.0003. En la regién media de vacA el alelo sobresaliente fue m1 en
193 (79.10%) de los aislamientos, encontraste al alelo m2 en 51 (20.90%) de los
aislamientos, siendo estadisticamente significativo, p< 0.00004..

Comparando estos resultados a los de otros paises, las cepas mexicanas son similares a
lo reportado en Alemania para los alelos de la secuencia sefial , donde se observo que
sl de vacA esta en 83.1% de los aislamientos y solo en 15.4% el alelo s2; pero son
diferentes en los resultados observados para la region media, 36.9% de los aislamientos
presentan al alelo ml y 63.1% al alelo m2.”’. En Sudafrica, de forma similar a lo
observado en cepas mexicanas el alelo s1 de vacA4 se presenta en 80% de los aislados,el
alelo s2 en 20%, el alelo m1 en 68% y en 32% el alelo m2 de vac4*®. A diferencia de lo
encontrado con cepas mexicanas, en Asia es muy comun el alelo m2 de vacA en cepas
de H. pylori, por ejemplo, en China 78 aislamientos de 96 fueron positivos.”’

La combinacién de alelos de la region senal y media de vacA se usan para indicar la
capacidad de la toxina (VacA), de inducir vacuolizacion: sIml codifica la forma mas
toxica, y son los alelos mas relacionados a virulencia y enfermedad, s2m2 codifica
una forma que no induce vacuolizacién y la toxina codificada por sIm2 induce
vacuolizacion limitada."

En aislados de pacientes mexicanos infectados por H. pylori predomina la combinacién
slml (79.10%) le sigue s2m2 (15.98%) y por ultimo slm2 (4.92%). Es diferente la
combinacion de alelos de vacA de H. pylori en pacientes mexicanos comparado con
otros paises. En Nigeria predomina la combinacién sIm2 seguida de sIml al igual que
en Alemania.”’ ** Aunque en Sudéfrica la combinacion predominante fue sim1 (63%)
seguida de s1m2 (15%) y por ultimo s2m2 (5%). Un estudio realizado en cuatro grupos
étnicos de Houston Texas, la poblacidén blanca y vietnamita presentaron en la mayoria
de los casos la combinacién sIm2 y la poblacion negra e hispana slm1.” El altimo
dato es similar a resultados en mexicanos porque estos pertenecen a la comunidad
hispana.



La diferencia de cepas entre una region y otra se debe a varios factores como son el
estado socioeconOmico, costumbres, erradicacion de la bacteria e incluso el origen de
la poblacion.

Diferentes articulos reportan, las cepas productoras de la forma activa de la proteina
VacA poseen el alelosly ala vez esta relacionado a mayor dafio gastrico.”'

En la tabla 6.2.2 en cepas de pacientes con cancer y gastritis cronica atroéfica,
metaplasia intestinal y displasia gastrica poseen alelo sl y ml en 100% de las
muestras analizadas y en gastritis que es el grupo control se observo en el 64% de las
cepas. Sugiriendo que la presencia de los alelos sl y ml de vac4 se relacionan al
aumento de dafio gastrico, siguiendo el curso natural de la enfermedad (gastritis, GCA,
MI, DG y céncer). En aislados de pacientes con gastritis hay casos con alelo s2 y m2,
esto se debe a que la enfermedad es la menos agresiva comparada con las otras ya
citadas

En México se ha reportado que el alelo s1 de vac4 es comun en pacientes adultos con
tlcera.”? De igual forma en el estudio se encontré frecuentemente el alelo s1 y m1 de
vacA en los pacientes con ulcera duodenal (88.3% y 80.52%), comparado a los alelos
s2 ym2 (11.64% y 19.48% respectivamente).

En general en pacientes mexicanos infectados con H. pylori, vacA sirve para diferenciar
entre cepas de mayor virulencia y las de menor virulencia, y este alelo se presenta con
mayor frecuencia en pacientes con enfermedad gastroduodenal que en controles con
gastritis.

En pacientes mexicanos infectados con H. pylori puede existir infeccidon con una sola
cepa o con mas de una, en el estudio dos pacientes presentaron infeccidbn mixta, es
decir, hubo aislados en el mismo paciente con mas de un genotipo, ya que, la bacteria
que colonizo6 inicialmente puede sufrir recombinacion, mutaciones o delecién o bien
el paciente fue infectado con diferentes cepas.

Las cepas cagd® de H. pylori varian en las diferentes regiones del mundo; en el trabajo
se observo frecuencia de cepas cagd positivas en 88.52% de las cepas estudiadas,
comparado con resultados de otros paises la frecuencia es diferente; en poblacion
alemana y holandesa esta presente en 73.8 y 73% respectivamente y en Corea y China
en mas del 90%.

En la tabla 6.3.2 la relacion alelo vacA y regién 3’de cagd mas comun en todas las
enfermedades gastroduodenales fue sIml1/cagd 3" *, por lo tanto, la cepa tipo I es
predominante en nuestro pais. En el estudio hecho en Houston Texas la relacién mas
comun de estos genes en poblacion blanca y vietnamita fue slm2/cagd™ y en la
poblacion negra e hispana s1m1/cagA*."



Diversos autores sefialan, que la regidén 3" de cag4 presenta variacidén en tamaio; en
los aislamientos clinicos de pacientes mexicanos que estudiamos en este trabajo
también existe diversidad de tamafio predominando 500pb, en contraste en cepas
asiaticas (mayores a 600pb). En los aislados de gastritis y ulcera duodenal el tamafo
frecuente del producto de cagA 3’ es de 500-599pb. Este tamafio puede representar a
menor numero de sitios de fosforilacién y por tanto menor dafio. En ulcera duodenal
hay mayor porcentaje que en gastritis del producto de PCR de 500-599pb,

En la siguiente tabla se presentan los resultados de un trabajo realizado en Africa,
donde observamos que hay una cepa de H. pylori aislada de gastritis con un producto
cagA 3’ de 700pb, que bien puede beberse a inserciones en el gen o realmente hay un
mayor numero de sitios de fosforilacion.

Tabla 7.2 Distribucion de la region 3cagd en 56 cepas cagA* (Africa
del Sur)*
Enfermedad Tamafo de cagd 3" en pb
<600 600-700 >700
Gastritis 19 (63%) 10(33%) 1(3%)
Ulcera péptica 12(92%) 1(8%) 0(0%)
Cancer 6(60%) 0(0%) 4(40%)

*Tomada de la tabla 2 Gut 1999 45:499-502.

Es interesante observar que los productos de cagA 3’ de 600-699 pb (46.15% y 55.55%
respectivamente), son mas frecuentemente observados en las cepas de lesiones pre-
cancerosas y cancer, esto coincide con lo reportado en cepas de pacientes japoneses
pero no con las cepas Sudafricanas; en Japon de 30 cepas de pacientes con cancer 24
poseen un producto de PCR de 642-651pb y en Africa del Sur de 10 pacientes con
cancer 6 presentan un tamafio menor a 600pb. En pacientes mexicanos encontramos
en dos aislamientos de pacientes con cancer un producto de PCR de 800-899pb, en
cepas japonesas encontraron 6 de 30 y Africa del Sur 4 de 10 presentaron un tamafio
mayor a 700pb para la region 3" de cagA.

Tabla 7.3 Relacion entre la estructura de cagd 3" y enfermedad ( cepas
japonesas)*
Tipo de cepa (producto Enfermedad
de PCR en pb) Gastritis Ulcera duodenal Cancer
(n=50) (n=35) (n=30)
A (642-651) 48 35 24
B(756) 2 0 0
C(810-813) 0 0 6

*Tomada de la tabla 3 J. Clin. Microbiol. 1998; 36:2258-2263.



Diversos autores han asociado la presencia de cagd en H pylori con cancer gastrico y
atrofia. En este estudio se asocia a cancer y a enfermedades pre-cancerosas como
gastritis cronica atréfica, metaplasia intestinal y displasia géstrica, y no tan solo a la
region conservada de este gen, si no también al mayor tamafio en la region variable.

Es preciso aclarar que el tamafio de producto de PCR en la region 3’ por si solo no
puede indicar el grado de virulencia de las cepas es necesario secuenciar para conocer
que tantos sitios de fosforilacion (motivos EPIYA) tiene la region variable, porque
puede existir un tamafno grande de producto de PCR pero tenga al secuenciar solo un
motivo EPTYA sugiriendo posibles inserciones; diversos autores asocian un producto
mayor a un numero mayor de motivos EPIYA, pero usar el método de PCR por si
solo no es indicativo.

En el estudio un paciente presento infeccidon mixta o heterogénea de H pylori de
acuerdo al tamafio de cag4 3’, aunque todos los aislamientos son slml vacA4;

En general podemos decir que las cepas aisladas de diferentes patologias muestran
diferentes productos cagA 3’, las cepas de gastritis presentan productos de 400-499
(10.71%) 500-599pb (75%), 600-699pb (10.71%) y 800-899pb (3.57%), las cepas de
lesiones precancerosas de 400-499 (11.11%) 500-599pb (33.33%) u 600-699pb
(55.55%), las cepas de cancer 400-499 (7.69%) 500-599pb (30.77%), 600-699pb
(46.15%) y 800-899pb (15.38%), y las cepas de ulcera 400-499 (6.66%) 500-599pb
(89.67%) y 600-699pb (6.66%) lo que parece indicar que hay diferente numero de
motivos EPIYA en las cepas dependiendo del padecimiento

Se realizé la secuenciacién de una sola cepa con un producto de PCR de 500pb
proveniente de un paciente con ulcera duodenal, se escogi6 el tamafio de 500pb porque
es el mas comun en el estudio. Se encontraron 3 motivos EPIYA del tipo A, By C
caracteristicos de la poblacidén occidental, aunque son tres motivos EPIYA, se asocia a
un grado menor de fosforilacion de union a la proteina SHP2 y presencia del genotipo
hummingbird.



8.- CONCLUSIONES

9.1 Conclusion general.

En México las cepas de H pylori aisladas de pacientes con enfermedad gastroduodenal
son en su mayoria cepas cagA+ vac A+ . Por lo que las cepas de H. pylori tipo I es
predominante en pacientes mexicanos.

9.2 Conclusiones particulares

9.2.1 Las cepas de H. pylori aisladas de pacientes mexicanos presentan genes
vacA y cagA en el 100% y 88.5 % de los casos respectivamente.

9.2.2 En cepas de H. pylori aisladas de pacientes mexicanos los alelos vacA mas
frecuentes son: sIm1 (79.10%) seguido de s2m2 (15.98%) y finalmente s1m2 (4.92%).

9.2.3 Las cepas de H. pylori aisladas de pacientes mexicanos presentan variacion
en el tamafio del producto de cagA 3’ en las diferentes enfermedades gastroduodenales
el producto encontrado con mas frecuencia es de 500-599pb. El tamafio mayor de la
region 3 de cag4 (800pb) se localizd en pacientes con cancer y lesiones pre cancerosas.
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10.- ANEXOS

Anexo 1

1.

Agar gelosa sangre 5% de carnero con antibidtico. Disolver en 10ml de agua
inyectable: 4cido nalidixilico 0.1mg, trimetropim 0.05mg, vancomicina 0.03mg
y anfotericina B 0.05mg. Agregar 1,.8ml de la mezcla a 1 litro de agar gelosa
sangre 5% de carnero.

Prueba de ureasa. Agregar 0.03g de urea, 50ml PBS 1X (Dulbeco’s phosphate
buffered salina), 2 gotas de rojo de fenol( para ajustar pH de 7.3-7.4)

Caldo Brucella. Agregar 14g de base agar para 500ml de agua mas 5ml de
glicerina.

Solucién reguladora TAE (Tris-acetate/EDTA buffer). Para 1 litro de buffer
50X agregar 242g de tris base, 57.1ml de acido acético glacial, 100ml 0.5M de
EDTA pH 8.

. TE (Tris-EDTA). Para 1 litro de buffer agregar 10Mm de tris y 10Mm de

EDTA pH 8.

EDTA. Para 100ml, agregar 61g EDTA.2H,0, agregar 80ml de agua y ajustar a
pH 8 con 2g de NaOH.

Loading buffer 6X. Agregar EDTA 25mM, azul de bromofenol 0.25% y glicerol
30%.

Marcador de 1Kb Plus DNA lader). Agregar 10 (11 1Kb plus DNA ladder
(900ng/lane), 1011 loading buffer 6X y 80 [11 de agua inyectable.

dNTP mezcla (dATP 100mM 10mcl, dGTP 100mM 10 (11, dTTP100mM
10mcl, dCTP 100mM 10mcl y 360 (/1 de agua).



Anexo 2

Marcador de pb 1Kb Plus DNA ladder.

I I': IJ I‘- I (N
DHA Ladder
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