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3. RESUMEN

Antecedentes. La zona de plasticidad (ZP) de Helicobacter pylori (H. pylori) es una
region hipervariable dentro de su genoma la cual contribuye a su alta diversidad
genética. Entre los genes que componen la ZP se encuentran jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 los cuales se han asociado con enfermedad gastroduodenal
severa como Ulcera duodenal y cancer gastrico. Objetivo: Determinar la frecuencia
de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en cepas de H. pylori aisladas
de nifios con enfermedad gastroduodenal del Instituto Nacional de Pediatria.
Metodologia: Se estudiaron 105 niflos con manifestaciones clinicas
gastroduodenales los cuales fueron sujetos a biopsia géstrica (BG) de tres regiones
del estbmago (antro, cuerpo e incisura), previo consentimiento informado y
protocolo aprobado por el comité de investigacion y ética del INP, No. de registro
No. 024/2019. De cada region se realizo cultivo y se extrajo DNA para el diagndstico
por PCR utilizando los genes 16sRNA (522 pb) y ureC (294 pb). En las cepas
aisladas se extrajo DNA y mediante PCR punto final se identificaron los genes
jhp0940 (591bp), jhp0945 (1028bp), jhp0947 (611bp) y jhp0949 (787bp y 300bp).
Resultados. De 105 pacientes, 47 (44.8%) fueron positivos a H. pylori por cultivo
y/o PCR en al menos una region del estbmago; 13 pacientes (12.4%) fueron
positivos tanto por cultivo como PCR y 34 (32.4%) solo por PCR. De los 13 pacientes
se aislaron 29 cepas de estas ninguna tuvo el gen jhp0940; 10 (34.48%) tuvieron
jhp0945, 11 (37.92%) jhp0947 y 17 (58.62%) el jhp0949. La frecuencia de jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 entre los 13 pacientes fue de 38.5%; 46.2% y 53.8%
respectivamente, en al menos una region del estbmago y ninguno de los pacientes
presento a jhp0940 entre sus cepas. Respecto al patron genémico de jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 en las cepas de los pacientes este se distribuyd de la siguiente
manera: 1 (7.7%) presento los tres genes; 2 (15.4%) no presentaron ninguno de
estos genes y 10 (76.9%), tuvieron ausencia de uno o dos genes. De acuerdo a la
region del estomago: 10 (76.9%) pacientes presentaron en sus cepas un solo patron
genotipico y 3 (23.1%) un genotipo mixto. Conclusiones. Entre las cepas de los
pacientes jhp0949 es el gen mas frecuente y el gen jhp0940 estuvo ausente; el
patrén genémico de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 es heterogéneo, lo cual nos habla
de la diversidad genética que presentan estas cepas en estos nifios.



4. INTRODUCCION

El microambiente gastrico es hostil a microorganismos comensales debido a su baja
presion parcial de oxigeno, y la presencia de altas concentraciones de acido gastrico
y enzimas digestivas. H. pylori es una bacteria que cuyo habitat es el estbmago la
cual ha evolucionado para sobrevivir en este entorno. Sus adaptaciones a estas
condiciones incluyen la capacidad de tolerar un entorno microaerdfilo, la expresién
de una enzima ureasa que modula el microambiente bacteriano al elevar el pH y los
flagelos que proporcionan movilidad, lo que permite que H. pylori acceda a la
profundidad de la mucosa gastrica, utilizando de ese modo las defensas de la

mucosa del huésped para desarrollar un nicho de supervivencia (Burkitt et al., 2017).

H. pylori muestra una excepcional variabilidad en su genoma. Esta diversidad
genética es necesaria para la colonizacion persistente en el estbmago, donde es
probable que se encuentren diferentes microentornos y condiciones cambiantes.
(Armitano et al., 2013). Para lograr esta adaptacion, el papel de ciertos genes es
importante; la posesion de varios genes de virulencia como cagA, cagPAl, vacA,
dupA y adhesinas, que ademas de ayudar en la colonizacién y supervivencia de
H. pylori, se han asociado a patologias causadas por esta bacteria, dentro de estos
genes asociados a enfermedad actualmente se encuentran otros genes putativos
denominados jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949.

Las bacterias que tienen nichos restringidos tienen la peculiaridad de contener un
genoma pequeiio y compacto; el de H. pylori es de aproximadamente 1.6 Mb, mas
pequefio algunos genomas secuenciados de bacterias Gram negativas. Mediante
la secuenciacién de cepas de H. pylori, se han mostrado que algunos genes estan
presentes en unas cepas y ausentes en otras; estos son llamados genes especificos
de cepa y equivalen a 6-7% del total del genoma; la mayor parte estan localizados
en regiones hipervariables, llamadas zonas de plasticidad (Romo-Gonzaélez et al.,
2010).

La zona de plasticidad (ZP) de H. pylori es una region gendmica que alberga genes
gue pueden intercambiarse entre cepas, lo que contribuye en gran medida a la



diversidad genética de esta bacteria; la presencia o ausencia de estos genes
especificos de cepa refleja la adaptacion y co-evolucion de este patdogeno dentro de
su huésped. Entre los genes presentes en la ZP se encuentran, jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 y han ganado atencion debido a su asociacion con la enfermedad
gastroduodenal (Romo-Gonzalez et al., 2018), el presente trabajo estuvo enfocado
en determinar la frecuencia de estos genes en cepas de H. pylori aisladas de nifios
con manifestaciones gastroduodenales del servicio de gastroenterologia del

Instituto Nacional de Pediatria.



5.MARCO TEORICO

5.1. Antecedentes histéricos

En 1979, Robin Warren, un patologo australiano de Perth, observo la presencia de
bacterias curvadas en biopsias gastricas sometidas a examenes histologicos. Estos
microrganismos principalmente se encontraban en la capa mucosa que recubre el
epitelio gastrico. Warren menciona que microorganismos similares ya habian sido
encontrados y descritos en tejido gastrico en Europa en el siglo XIX, pero fueron

ignorados por la imposibilidad de aislamiento (Cava et al., 2003).

En 1981 un profesor de medicina interna llamado
Barry Marshall estuvo interesado en las
observaciones de Warren; colaboraron para
encontrar la técnica de cultivo adecuado para
favorecer el crecimiento de la “nueva bacteria”.
Por su parecido con Campylobacter eligieron el

medio y los tiempos de incubacion utilizados para

esta bacteria (48 horas en anaerobiosis). Con

. . . . Figura 1. Fotografia de Warren
este metodo fracasaron los primeros intentos. Sin - (gerecha) y Marshall (izquierda),

. realizada en Julio de 1984 (Pajares
embargo, a la vuelta de vacaciones de pascua, ¢ 4. 2006).

una placa de cultivo no habia sido retirada de la

estufa. Al observar con atencion la placa, comprueba la existencia de minudsculas
colonias transparentes (Pajares et al., 2006). En 1984, Barry J. Marshall y J. Robin
Warren escribieron juntos a The Lancet, para relatar que los bacilos curvados o
espirales encontrados en 58 de 100 pacientes eran Gram negativos, flagelados y
microaerofilicos; se creia que se trataba de una nueva especie del género

Campylobacter (Cava et al., 2003).

En 1984 la mayor parte de la comunidad cientifica aseguraba que la bacteria
encontrada no era patdégena; asi que Marshall se inoculo con una suspension de la

bacteria aislada previamente de un paciente. Durante los seis primeros dias, no



experimentd sintoma alguno, al séptimo dia, le despertaron intensas; nauseas y
vomitos. Al tomar una biopsia se observo por el endoscopio gastritis y en el cultivo
crecieron las mismas colonias observadas previamente en los cultivos, cumpliendo

asi los postulados de Koch (Pajares et al., 2006).

Cuando Warren y Marshall anunciaron sus hallazgos, aun era una creencia en la
ensefianza y practica médica que los factores de estrés y estilo de vida eran las
principales causas de la enfermedad de Ulcera péptica. Sin embargo, estos
investigadores refutaron ese dogma, y pronto quedo claro que una bacteria era la
causante de la gastritis cronica. Inicialmente fue llamada “Campylobacter pyloridis”
y hoy en dia es llamado Helicobacter pylori. Este hallazgo revoluciono la
gastroenterologia, y los llevo a recibir en el 2005 el premio nobel de medicina, por
comprobar que esta bacteria puede causar gastritis y estar asociada con el

desarrollo de Ulcera duodenal y cancer gastrico (Ahmed, N., 2005).

5.2. Clasificacion taxondmica

El microorganismo conocido hoy como H. pylori fue introducido en la comunidad
cientifica en 1982, Skirrow, un microbiélogo en el campo de Campylobacter, incluy6
en este género al nuevo microorganismo, por lo que se le denomino Campylobacter
pyloridis, el éxito del cultivo de la bacteria dio lugar a la aceptacion de este nombre
que posteriormente fue corregido a Campylobacter pylori. Estudios posteriores a
nivel genético, resultd6 en la formacion de un nuevo género denominado
“Helicobacter” el andlisis de la secuencia del gen 16SrRNA condujo a la
diferenciacion de H. pylori a partir de especies de Campylobacter, esta herramienta
ha sido importante en la clasificacion de otros miembros de este género. Otras
caracteristicas importantes que diferencian las especies de Helicobacter de
especies de Campylobacter incluyen la posesion de flagelos envainada, el perfil de
acidos grasos unicos, la falta de quinonas respiratorias, la enzima ureasa activa, la
temperatura de crecimiento, un perfil de proteinas distinta, entre otras (Windsor et
al., 2000).



La clasificacion taxonémica para H. pylori es la siguiente:

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de H. pylori.

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Geénero: Helicobacter
Especie: Helicobacter pylori
5.3. Caracteristicas microbioldgicas y cultivo.

5.3.1.Caracteristicas microbiologicas

H. pylori es un bacilo Gram negativo, curvado y
microaerofilico que se encuentra en la mucosa géstrica del
estbmago humano, tiene una morfologia espiral en forma
de sacacorchos cuando se encuentra en la mucosa gastrica
y menos espiral cuando crece en medios de cultivo, esta
forma se puede perder en los cultivos mas viejos o
sometidos a situaciones no favorables para su crecimiento
adoptando forma cocoide. Presenta un tamafio de 0,5a 1,0
micras de ancho y de 3 micras de largo. Tiene de 2 a 6
flagelos polares, para su movilidad y penetracion de la capa
mucosa gastrica; que estan recubiertos por una vaina de
estructura lipidica, igual que la membrana externa, que
tiene la mision de proteger a los flagelos de su degradacion
en el medio acido (Agudo, 2010).

Figura 2. Morfologia de
Helicobacter pylori
(Reshetnyak et al., 2017).

H. pylori es una bacteria catalasa (+), oxidasa (+), y su caracteristica principal es

su alta actividad de la enzima ureasa; tiene la capacidad de sobrevivir a un rango

10



de pH entre 4.0 y 8.0 en ausencia de urea y en presencia de urea puede sobrevivir
a un pH hasta de 2.5. La enzima ureasa de H. pylori hidroliza la urea a amoniaco
(NHs) y dioxido de carbono (COy2), la generacion de amoniaco neutraliza el pH &cido,

lo que permite elevar el pH en el microambiente (Dunne et al., 2014).

5.3.2.Cultivo.

El cultivo de esta bacteria es un desafio debido a la naturaleza fastidiosa de la
bacteria, con requisitos particulares de crecimiento del medio y la atmosfera. Los
medios enriquecidos como Agar Sangre o Agar Chocolate son ideales para su
crecimiento; también se pueden utilizar Agar Brucella, Columbia Wilkins-Chalgren,
infusion de cerebro-corazén o bases de Agar Tripticasa, complementadas con

sangre de oveja o caballo (Lopes et al., 2014).

H. pylori es microaerofilico; estos microorganismos requieren de bajas
concentraciones de oxigeno para crecer, ya que utilizan a esta molécula como
aceptor final de electrones, pero no toleran la concentracion normal de Oz en el aire
atmosférico, esto es consecuencia de su susceptibilidad a los radicales superéxidos
(Negroni, 2009). Asi que para un crecimiento 6ptimo se requieren niveles de Oz del
2 a 5%, la necesidad adicional de 5 a 10% de CO: y alta humedad. Las condiciones
microaerofilas de crecimiento son, 85% de N2, 10% de CO2 y 5% de O2. Y a una
temperatura de 34 a 40 ° C, con un 6ptimo de 37 ° C (Kusters et al., 2006).

Figura 3. Crecimiento de Helicobacter pylori, en Agar Sangre de carnero. A. se observa el
crecimiento de primo aislamiento de una biopsia gastrica. B. H. pylori sembrado por dilucion
americana después de diversos pases. Fotografias tomadas en el Laboratorio de Bacteriologia
Experimental del Instituto Nacional de Pediatria.
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5.4. Epidemiologia

La prevalencia global de la infeccion por H. pylori en humanos se estima en un 50%.
La asociacion con el humano es muy antigua, estudios filogenéticos sugieren que
las cepas de esta bacteria han evolucionado conjuntamente con las poblaciones
humanas desde antes de la migracién de los primeros humanos desde Africa, hace
58,000 anos. (Burkitt et al., 2017).

En 2017 Hooi y colaboradores, publicaron una revision sistémica y metaanalisis,
sobre la prevalencia global de la bacteria, reuniendo datos de 62 paises (incluido
México) en 184 articulos revisados, obteniendo datos actualizados sobre la
prevalencia de esta bacteria hasta la fecha. Esta revisidbn estima que en 2015
aproximadamente 4.400 millones de personas en todo el mundo eran positivas.
Teniendo una amplia variacidbn en la prevalencia entre regiones y paises. Se
encontraron prevalencias altas en Africa (79.1%), América Latina y el Caribe
(63.4%) y Asia (54.7%). Por el contrario, se han reportado prevalencias bajas en
América del Norte (37,1%) y Oceania (24,4%) (Figura 4.) (Hooi et al., 2017).

Prevalence of
Helicobacter pylori
[] Unknown

[ <40%

[ 40 - 49%

Il 50 - 69%

I >70%

Figura 4. Mapa de la prevalencia global de Helicobacter pylori. (Hooi et al., 2017).
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A comienzos del siglo XXI, la prevalencia de H. pylori ha disminuido en los paises
altamente industrializados del mundo occidental, mientras que se ha estancado a
un alto nivel en los paises en desarrollo y recientemente industrializados. Estas
diferencias en la prevalencia probablemente reflejan el nivel de urbanizacién,
saneamiento, acceso a agua limpia y un estado socioecondmico variado (Hooi et
al., 2017).

5.4.1.Prevalencia en niflos

En 2016 el grupo de Ortiz-Princz y colaboradores, realizaron una revision sobre la
prevalencia de H. pylori en niflos entre 2010-2015 encontrando una prevalencia
variable relacionada con el estado socioecondémico En Africa, los datos de
prevalencia en nifios varian de 40% a 80%, en Bangladesh de 50% a 60%, en India
22%, en Taiwan 12%, en Australia 15% y en Turquia 50%. En Hong Kong, la
prevalencia en adolescentes es del 13%. En algunos paises del continente
americano, los datos son: Canada 7%, Guatemala y México 30% - 50%, Brasil 30%
y Chile 36%. La prevalencia mundial de la infeccién por H. pylori en nifios (0-18

afos) se representa en la Figura 5 (Ortiz-Princz et al., 2016).

Prevalence range (%) of H. pylori
Infection In chiidren -

>80

60 to 80
40 to 60
20 to 40
10 to 20
0.1t 10
No data

Figura 5. Mapa de la prevalencia global de Helicobacter pylori en nifios (Ortiz-Princz et al.
2016).

13



Los factores de riesgo mas comunes de infeccion por H. pylori en nifios son las
malas condiciones socioecondmicas e higiénicas y la alta densidad de poblacion.
La presencia de 3 0 mas nifios en la familia, ademas de la falta de agua corriente y
saneamiento, aumenta el riesgo de infeccién, ademéas los nifios que asisten a
guarderias son mas propensos a infecciones. En las Ultimas décadas, el estudio de
la tasa de infeccion ha mostrado una disminuciéon en el niamero de personas
infectadas, esto estéa relacionado con la mejora de las condiciones socioeconémicas
y el tratamiento antibiético frecuente administrado para curar otras enfermedades.
(lwanczak et al., 2017). Es importante resaltar que la prevalencia de H. pylori

depende del método de deteccion utilizado (Ortiz-Princz et al., 2016).

5.4.2.Prevalencia en México.

En 1998 Torres y colaboradores dirigieron el estudio mas amplio reportado en
México hasta la fecha, para determinar la prevalencia seroepidemioldgica de
H. pylori, analizaron una muestra de 11,605 sueros de los cuales 7720 (66%) fueron
seropositivos. En el estudio se observd que, a la edad de 1 afio, el 20% estaban
infectados; la seroprevalencia aumento6 en la primera década y, a los 10 afios, el
50% de los nifios ya estaban infectados. Mas del 80% de los adultos fueron positivos
a los 25 afios, y la seroprevalencia se mantuvo casi sin cambios al aumentar la edad
(Torres et al., 1998).

100 4 ¢ 7.0
90 -
80 4
70 4

60 4

Seroprevalencia, %
Unidades ELISA

30

25

Ot v rrrr s T Ty s I T T T T T T T P T T T Y e 2.0
NPADD R PP PPN PR PRI PRSP SO
Edad (afios)
Figura 6. Seroprevalencia (m) y magnitud de la respuesta IgG anti H. pylori (u) en 11,650
sujetos mexicanos, por edad (Torres et al. 1998).

14



5.4.3. Transmisioén

El alto nimero de personas colonizadas alrededor del mundo demuestra que
H. pylori tiene una gran cantidad de estrategias de transmision. La infeccion
generalmente se contrae durante la infancia o la adolescencia, con informes casos
positivos en los primeros meses de vida y tiende a persistir durante toda la vida a
menos que se trate (Vanderpas et al., 2014). La transmision de madre a hijo y de
hermano a hermano parece méas probable ya que los estudios longitudinales han
demostrado que el riesgo de contraer la infeccion esta altamente correlacionado con
el estado de la madre y los hermanos, ademas esta relacionado con condiciones de
hacinamiento en el hogar y de la comunidad donde se vive. Se han sugerido fuentes
de H. pylori potencialmente infecciosas, en base al hallazgo de DNA en una
variedad de lugares, incluidas las aguas residuales y las fuentes de agua; sin
embargo, el aislamiento de este bacilo viable de estas fuentes es extremadamente

raro (Amieva et al., 2008).

Este microorganismo es fragil fuera del estbmago porque es rapidamente destruido
por una mayor tensién de oxigeno e incluso por la luz asi que los modos de
transmision mas probables parecen ser situaciones en las que el contenido gastrico
se puede transferir rapidamente de persona a persona, como la transmision
gastrica-oral en asociacion con gastroenteritis con vomitos, la transmisién oral-oral
ya que H. pylori puede sobrevivir por periodos cortos después de que el contenido
gastrico haya fluido hacia la cavidad oral y la transmision fecal-oral puede ser
posible en condiciones en las que la bacteria sobrevive al transito a través del tracto
gastrointestinal inferior, lo cual es poco comun en personas sanas. (Amieva et al.,
2008).
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5.4.4.Colonizacidn

El estbmago humano consiste en una gran variedad de barreras fisicas y quimicas
gue proporcionan un entorno desfavorable para todo tipo de microorganismos. La
colonizacion gastrica exitosa por cualquier microorganismo en este ambiente se
debe a la existencia de varias habilidades para evitar condiciones acidas hostiles y

la capa mucosa viscosa (Talebi Bezmin Abadi, 2017).

\ H:0 + Urease
N\ \ UREA —> CO: + 2NH;

Flagelos —>» Penetracion de la mucosa

‘ . ‘ ‘ Adhesinas:  BabA, SabA, HopZ

Figura 7. Resumen de los eventos que conducen a la colonizacion exitosa de H. pylori
(Talebi Bezmin Abadi 2017).

La acidez del estbmago (pH 1-2) es el primer peligro que amenaza la supervivencia
bacteriana, ya que no es una bacteria aciddfila, su crecimiento esta limitado a pH
neutro (5.5 a 8), pero tiene la capacidad de sobrevivir a pH acido debido a que
aumenta el pH periplasmico por la secrecion de una gran cantidad de enzima
ureasa; esta enzima es clave en la capacidad de evitar la acidez gastrica, la
hidrolisis de la urea (que ocurre en el estbmago) produce grandes cantidades de
amoniaco, que luego se protona para crear amonio, creando asi un ambiente
bacteriano neutro. Para establecer una infeccion persistente, después de ingresar
a la luz gastrica, penetra e infiltra la capa gruesa de moco que recubre a las células
epiteliales del tracto gastrointestinal; la viscosidad de la mucosa es altamente
dependiente de la acidez, en un pH mas acido el moco es mas fuerte. La actividad
de la ureasa facilita la penetracion bacteriana en el moco, con la difusion de

amoniaco en el estbmago que aumenta el pH y brinda una oportunidad para que
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H. pylori penetre profundamente utilizando su forma helicoidal y sus flagelos (Talebi
Bezmin Abadi, 2017). Para permanecer en la capa mucosa, necesita utilizar sus
flagelos polares para moverse, la capacidad de nadar con movimiento flagelar y de
controlar la direccibn del movimiento mediante respuestas quimiotacticas son

esenciales para la colonizacion del estbmago (Amieva et al., 2008).

5.4.5. Adherencia

Aproximadamente el 20% de H. pylori en el estdmago se encuentra adherido a la
superficie de las células epiteliales; la adhesion incluye un tropismo especifico para
las uniones intercelulares, y a veces también se observan bacterias profundas en
estos espacios, asociadas con cambios en el citoesqueleto en el sitio de adhesion,
o algunas veces internalizadas en células epiteliales. Todas estas observaciones
sugieren que la adhesion implica interacciones moleculares especializadas con la
mucosa gastrica que pueden conducir a una unién fuerte y la modificacion de la

superficie celular (Amieva et al., 2008).

-
- LS
- ™

‘\ . .
N T4SS (contribucion CagA + DupA)

1 Células T -> proliferacion

2 Células B -> presentacion de
antigeno

3 Reclutamiento de PMN

Vacuolizacién

/ V4
Fagosoma CagA
Citocinas proinflamatorias (IL12, IL8, I1L10) @

Reclutamiento/ activacion de neutréfilos

2 Especies reactivas de oxigeno (ROI)

{ 1 Fagocitosis de H. pylori
3 Especies reactivas de nitrégeno (NOI)

Figura 8. Eventos que causan inflamacion en la infeccion cronica por H. pylori (Talebi Bezmin
Abadi 2017).

17



H pylori tiene mas de 30 genes dedicados a la expresion de proteinas de la
membrana externa; varios de estos se han clasificado como adhesinas, lo que
sugiere modos de union multiples o variables a la superficie celular. Las adhesinas
mejor estudiadas son proteinas de membrana externa que se unen a las
modificaciones de carbohidratos en las glucoproteinas de la célula huésped
(Amieva et al., 2008). Aunque la adherencia esta mediada por proteinas de
superficie (como, AlpA, AlpB, DupA, BabA, OipA, SabA y HopZ), no se ha
demostrado una molécula especifica esencial en los mecanismos de adhesién
(Talebi Bezmin Abadi, 2017).

5.5. Historia natural de la enfermedad e infeccion.

5.5.1. Manifestaciones clinicas

Una vez que al estbmago del huésped es colonizado, H. pylori es capaz de inducir
un proceso inflamatorio crénico, esto a largo plazo puede generar un dafio
evidenciado, como gastritis crénica, Ulcera gastrica e incluso cancer gastrico, sin
embargo, la mayoria de las personas infectadas no presentan sintomas y
permanecen asi a lo largo de su vida; aproximadamente del 10 al 20% de las
personas pueden desarrollar Ulceras estomacales y/o Ulceras duodenales, atrofia
de la mucosa gastrica, metaplasia, displasia, linfoma o adenocarcinoma gastrico; el
desarrollo de alguna patologia depende de las caracteristicas de virulencia de las
bacteria, factores del huésped como polimorfismos en algunas interleucinas y los
factores ambientales como el consumo de ciertos alimentos, hacinamiento, nivel

socioeconomico, estrés, entre otros (lwanczak et al., 2017).

Existen tres fenotipos gastricos principales asociados con la infeccion crénica por
H. pylori, como se observa en la Figura 9. El fenotipo mas comun es de gastritis
simple o benigna, se observa cominmente en sujetos que son asintomaticos y que,
en general, no desarrollan enfermedad gastrointestinal grave. El segundo fenotipo
es el fenotipo de la uUlcera duodenal y representa hasta el 15% de los sujetos

infectados, se caracteriza por un patron de gastritis con predominio en la region de
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antro, los sujetos con este fenotipo tienen gastrina alta, mucosa del cuerpo
relativamente saludable, produccion de acido muy alta y control inhibitorio
defectuoso de la secrecion de acido gastrico; esta combinacion de anormalidades
fisiopatoldgicas contribuye al desarrollo de Ulceras pépticas, particularmente
duodenales. El tercer y mas grave fenotipo es el de cancer gastrico que afecta
aproximadamente al 1% de los sujetos infectados, se desarrollan como resultado
directo de la inflamacion crénica inducida por la infeccién y aumentan el riesgo de
cancer gastrico (Amieva et al., 2008).

Infeccion crénica por H. pylori
1

| v :

Fenotipo de tlcera duodenal Fenotipo de gastritis simple Fenotipo de cancer géstrico
* Alrededor del 10-15% de los sujetos + Mayoria de los sujetos infectados - Alrededor del 1% de los sujetos infectados
infectados + Gastritis cronica no atrofica + Gastritis predominante en cuerpo
« Gastritis predominante en antro « Gastrina alta pero secrecion de acido « Gastritis atrofica multifocal
« Alta secrecion de gastrina y acido normal « Gastrina alta
« Deterioro del control inhibitorio de la « Sin atrofia gastrica « Pepsinageno | bajo
secrecion de acido + Sin resultado clinico significativo « Mayor riesgo de cancer gastrico

« Proteccion contra el cancer gastrico

Figura 9. Resultados fisiopatoldgicos y clinicos de la infeccién créonica por H. pylori. La
infeccion se asocia con 3 fenotipos potenciales, y se ilustran las caracteristicas histologicas,

fisiolégicas y clinicas de cada uno, imagen obtenida de (Amieva et al., 2008).

La IARC (Internacional Agency of Research on Céancer) clasificé a H. pylori como
un carcinogeno tipo I; entre los mecanismos que tiene para desencadenar esta
patologia, se encuentran la activacion de sefales intracelulares, induccion de
cambios en la morfologia celular mediados por la fosforilacion de proteinas del
citoesqueleto, dafio al DNA, induccién de apoptosis e incremento en la proliferacién
celular compensatoria, inducciéon de mutaciones en genes supresores de tumores e
induccion de sustancias reactivas al oxigeno (ROIs); unicamente la colonizacion

cronica puede desencadenar todos estos mecanismos, por lo tanto en nifios es poco
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probable que presenten el desarrollo de Ulcera péptica (duodenal o géstrica) y

menos aun cancer gastrico (Romo-Gonzalez et al., 2010).

La forma mas frecuente de gastritis en nifios es la gastritis nodular, mientras que la
gastritis atrofica y la metaplasia intestinal, que se presentan con mayor frecuencia
en adultos, se encuentran con escasa frecuencia en nifilos (Sterbenc et al., 2019).
En los nifios la manifestacién clinica que puede ser un indicativo a la infecciéon por
H. pylori es el dolor abdominal recurrente (DAR), que se define como al menos tres
episodios de dolor, en un periodo de mas de tres meses, en nifios mayores de tres
afos, el dolor debe ser tan severo como para afectar la actividad del nifio, con
periodos asintomaticos entre los episodios y sin evidencia de enfermedad organica
y debe considerarse como una sefial de alarma para estudio de infeccién por

H. pylori (Suarez-Cortina et al., 2007).
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Figura 10. Historia natural de la infeccion por H. pylori (Romo-Gonzalez et al., 2010).
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5.6. Factores de virulencia

5.6.1.Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa u OMP (por sus siglas en inglés) son
necesarias para establecer una colonizacion duradera, esto mediante interacciones
especificas con receptores del huésped. Aproximadamente el 4% del genoma de
H. pylori codifica para OMP, lo que sugiere que estas proteinas son de vital
importancia para el ciclo de vida bacteriano. Dentro de las mas estudiadas y

descritas, se encuentran BabA, OipA y SabA (Dunne et al., 2014).
e BabA

La adhesina de unidn a antigeno del grupo sanguineo o BabA por sus siglas en
inglés, es codificada por el gen babA2 y conduce a la adhesion celular efectiva
mediando la interaccién entre H. pylori y las células epiteliales (Talebi Bezmin Abadi,
2017). Esta adhesina permite la union a los antigenos del grupo sanguineo
Lewis-b de la mucosa, lo que facilita la colonizacion bacteriana. Las cepas pueden
clasificarse en funcién de la produccion de BabA, en altos productores (BabA-H),
que poseen actividad de unién de Lewis b, y BabA de bajos productores (BabA-L),
gue no pueden unirse a los antigenos de Lewis b. Hasta la fecha, se han identificado
tres tipos alélicos de babA: bab A1, bab A2 y babB (Sterbenc et al., 2019).

Los datos sobre la importancia del gen babA2 en nifios son escasos. Las
asociaciones entre el gen y el resultado clinico son inconsistentes, son pocos
estudios que correlacionan su presencia con un mayor grado de dafio de la mucosa

gastrica (Sterbenc et al., 2019).
e OipA

Es una proteina de membrana externa que sirve en la adhesion y la induccién de
citocinas proinflamatorias (IL-8), es codificada por el gen oipA. Esta proteina se ha

relacionado con una mayor densidad de colonizacién de H. pylori, infiltracion de
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neutrofilos y niveles altos de IL-8 en el estbmago humano. El receptor
correspondiente para OipA no ha sido identificado (Chang et al., 2018).

En nifios, la frecuencia de oipA tiende a ser menor que en adultos, con frecuencias
mas altas entre las cepas pediatricas de poblaciones de alto riesgo en las que la
incidencia de infeccion por H. pylori y enfermedades relacionadas es significativa.
Ademas, se ha encontrado una mayor probabilidad de desarrollar Ulcera péptica en
nifios en comparaciéon con adultos, al tener una cepa oipA positiva (Sterbenc et al.,
2019).

e SabA

Es una adhesina cuya funcién es mediar la interaccion efectiva entre H. pylori y
células epiteliales, codificada por el gen sabA (Talebi Bezmin Abadi, 2017). Ademas
de los antigenos del grupo sanguineo Lewis b (receptor de la adhesina BabA), los
antigenos sialyl-Lewis x y sialyl-Lewis a son receptores funcionales, estos son
reconocidos por la adhesina de union al acido sialico SabA (Sterbenc et al., 2019).
También se une a los receptores sialilados en los neutréfilos, lo que conduce a la
activacion no opsonica de los neutrdéfilos, la fagocitosis de las bacterias y la

induccion de la respuesta oxidativa (Dunne et al., 2014).

5.6.2.VacA

La citotoxina vacuolizante A deriva su nombre de la capacidad para inducir la
formacion de vacuolas en las células eucariotas. Se han descrito otras funciones
celulares de VacA con influencia en la muerte de la célula huésped como el
incremento de la expresion de IL8 que promueve la inflamacion y contribuye a la
colonizacion a largo plazo, proliferacion y alargamiento celular, aumento en el nivel

de sefializacion de MAPK y modula la autofagia (Talebi Bezmin Abadi, 2017).

Todas las cepas de H. pylori portan el gen vacA, pero con diferente capacidad de
vacuolizacion, debido a variaciones en cinco regiones del gen, la region s (s1y s2),
region i (i1, i2, i3), region m (m1y m2), region d (d1y d2) y la region c (c1y c2). La

variante vacA s2 se considera menos patdgena que la s1, ya que las toxinas VacA

22



s2 se producen y secretan a tasas mas bajas y no pueden formar canales de
membrana a través de los cuales VacA sl induce la vacuolizacion de las células;
VacA il también se asocia con una mayor actividad en comparacioén con VacA i2 y
a diferencia de VacA m2, VacA ml induce una disminucion en los niveles
intracelulares de glutation y un aumento en el estrés oxidativo, lo que lleva a la

autofagia y la apoptosis de las células huésped (Sterbenc et al., 2019).

5.6.3.CagA y laisla de patogenicidad cagPAl

El factor de virulencia méas estudiado de H. pylori es la proteina CagA, producto del
gen cagA, por sus siglas en ingles cytotoxin associated gene A). Después de la
unién de H. pylori a las células epiteliales, las cepas que expresan la proteina
pueden inyectarla a las células gastricas a través de un sistema de secrecion de

Tipo IV (T4SS) codificado por genes presentes en una isla de patogenicidad

denominada cagPAIl. Tras la translocacion a la célula huésped, CagA puede ser
fosforilada por las quinasas y actuar para subvertir los mecanismos de sefializacion.
La cagPAI contiene 31 genes, muchos de los cuales participan en la sintesis y

ensamblaje del T4SS del sistema de secrecion (Dunne et al., 2014).

Los aislamientos de H. pylori se pueden dividir en dos grupos: cagA negativo y cagA
positivo de acuerdo a la presencia o ausencia del gen. Después de que el gen es
expresado y la proteina CagA traslocada, interactia con multiples moléculas de la
célula huésped y es responsable de la desregulacion de la transduccion de la sefial
homeostéatica de las células epiteliales gastricas, la induccion de respuestas
proinflamatorias que conducen a inflamacion cronica de la mucosa gastrica y la
induccion de carcinogénesis, a través de la modulacion de la apoptosis, la
interrupcion de polaridad celular, alteracion de las uniones celulares estrechas y
promocién de inestabilidad genética. Por lo tanto, debido a sus rasgos inductores
de cancer, CagA fue designada como la primera oncoproteina bacteriana (Sterbenc
et al., 2019).

En nifios, cagA es el gen de virulencia mejor caracterizado. Similar a los adultos, la

prevalencia en nifios varia entre los diferentes paises y regiones. Este gen se puede
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encontrar en mas de la mitad de los aislados obtenidos de nifios sintomaticos; en
nifos mexicanos, las prevalencias cagan y cagPAl son de 63.3% y 71.4%,

respectivamente (Romo-Gonzalez et al., 2015).

5.6.4.DupA

El gen promotor de la Ulcera duodenal (dupA) esta ubicado en la zona de plasticidad
del genoma de H. pylori, codifica para la proteina DupA, la funcion de esta proteina
aun no se conoce completamente; mediante estudios bioinformaticos se sabe que
dupA codifica homodlogos de la ATPasa VirB4 y se cree que esté involucrada en la
absorcion / transferencia de DNA vy la transferencia de proteinas. (Yamaoka et al.,
2008). La deteccion de este gen se correlaciona con una mayor produccion de IL-8
a partir de células epiteliales gastricas, tanto in vivo como in vitro, este aumento en
la secrecion de IL-8 del antro gastrico conduce al desarrollo de gastritis, una
caracteristica conocida de la enfermedad de la Ulcera duodenal. La presencia de
este gen esta relacionada negativamente con el desarrollo de cancer gastrico
(Sterbenc et al., 2019).

5.7. Evasion de larespuesta inmune

Por la asociacion entre H. pylori con los humanos a lo largo de nuestra coevolucion,
esta bacteria se ha adaptado para evadir la respuesta inmune y puede servir como
un ejemplo de evolucién bacteriana para mantener su nicho de supervivencia en
humanos. La persistencia bacteriana solo puede ocurrir si H. pylori y el sistema
inmune se adaptan de manera conjunta, luego de lograr una evasion inmune exitosa
(Talebi Bezmin Abadi, 2017).

Las barreras fisicas y quimicas del sistema innato estan involucradas en la
respuesta contra la infeccion por H. pylori; la superficie epitelial gastrica juega un
papel activo en la defensa de la mucosa, una vez penetrada la capa mucosa, el
sistema innato actta por medio de la fagocitosis por los macréfagos, H. pylori es
altamente resistente a la muerte por estas células, se ha propuesto que esta

bacteria induce la apoptosis dependiente de las mitocondrias en los macréfagos
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ademas se ha descubierto una estrategia para inhibir la activacion de neutrofilos
polimorfonucleares (PMN) y monocitos mediante la participacion de CagA. Las
cepas positivas a CagA aumentan la produccién de IL8, una citocina que induce la
infiltracion de células inflamatorias; la misién principal de H. pylori es lograr una
alteracién en la funcion fagocitica y asi facilitar la infeccion persistente (Talebi
Bezmin Abadi, 2017).

La principal interferencia de H. pylori en la respuesta inmune adaptativa es su efecto
inhibidor sobre la proliferacion de células T, a través de la unién de VacA a un
ligando de superficie todavia desconocido en estas células. De igual manera, VacA
es capaz de formar un canal selectivo de aniones en la membrana de la célula
huésped, estos canales pueden causar vacuolas en estas células que conducen a
la apoptosis; también VacA puede unirse a las mitocondrias y desencadenar la via
apoptoética asociada a estas. Otra manera de evadir la respuesta adaptativa es
mediante la interrupcion de la presentacion de antigeno, por medio de la inhibicion
de la activacién de las células presentadoras de antigeno y la inhibicién de la
exportacion del MHC clase Il a la superficie celular que es la razén principal de la
presentacion alterada del antigeno a las células dendriticas (Talebi Bezmin Abadi,
2017).

5.8. Zona de plasticidad

5.8.1.Genoma de Helicobacter pylori

La interaccién evolutiva entre microorganismos patdégenos 0 comensales y sus
hospederos es un proceso constante de adaptacion, los genomas microbianos
reflejan estos procesos evolutivos al desarrollar continuamente nuevas variantes de
factores de adaptacion al hospedero, uno de los mecanismos para generar esto es
mediante la adquisicion y pérdida de genes a través de la transferencia horizontal
de estos. En los ultimos afios ha quedado claro que todo el conjunto de genes
disponibles en una especie dada, puede ser mucho mas grande que el genoma de

un solo organismo, por lo tanto, se requiere la comparacién del genoma de muchos
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aislados de la misma especie para obtener una imagen del repertorio genético o lo

gue se conoce como el core de genes (Fischer et al., 2010).

Las bacterias que tienen nichos restringidos como H. pylori tienen la peculiaridad de
contener un genoma relativamente pequefio y compacto. El genoma de esta
bacteria es de ~1.6 Mb, mas pequefio que otros genomas secuenciados de
bacterias Gram negativas. Es importante mencionar que H. pylori fue la primera
bacteria en la cual dos cepas fueron secuenciadas y comparadas (Romo-Gonzélez
et al., 2018). La primera cepa secuenciada fue la 26695 en 1997, de un paciente
en Reino Unido diagnosticado con gastritis; y la segunda fue la J99 en 1999 de una
cepa de una paciente de Estados Unidos, con ulcera duodenal; el analisis genémico
comparativo de las dos cepas completamente secuenciadas revelé una cantidad
significativa de variacion genética entre sus genomas; el genoma de la cepa J99 es
mas corto (1, 643,831 pb) que el de la cepa 26695 (1, 667,867 pb) (Alm et al., 1999).
A raiz de estas dos secuenciaciones se pudo comparar el contenido genémico de
H. pylori, mostrando que hay genes presentes en una cepay no en la otra, llamados
genes especificos de cepa, los cuales equivalen a 6-7% del total del genoma del

microorganismo (Romo-Gonzalez et al., 2010).

Las cepas 26695 y J99 contienen 110 y 52 genes especificos de cepa,
respectivamente y la mayor parte de estos estan localizados en regiones
hipervariables dentro del genoma llamadas zonas de plasticidad (ZP). Una de estas
regiones hipervariables es la isla de patogenicidad cagPAI (Yamaoka et al., 2008).
H. pylori se distingue de otras bacterias por la presencia de una gran diversidad
genética, que se puede clasificar en: macrodiversidad (presencia y ausencia de
genes) y microdiversidad (presencia de polimorfismo en algunos genes como cagA,
vacA, babA) entre los aislamientos. Con el uso de métodos de fingerprinting se han
genotipificado cepas de diferentes poblaciones, demostrandose diferencias entre
los aislamientos de cada poblacién e incluso entre aislamientos de un mismo
individuo, sugiriendo con esto la presencia de una infeccion mixta (diferentes
genotipos de H. pylori dentro de un individuo). Esta diversidad genética entre los
aislamientos y la posibilidad de interaccion bacteriana mediante el intercambio de

26



informacion genética permite la generacibn de cepas recombinantes mejor

adaptadas al huésped (Romo-Gonzalez et al., 2010).

Los aislamientos obtenidos de diferentes individuos exhiben una alta diversidad
genética; las diferencias entre las cepas incluyen mutaciones puntuales en genes
altamente conservados y la presencia de genes especificos de cepa. Los
mecanismos para la generacién de diversidad dentro de H. pylori incluyen el
frecuente intercambio genético horizontal entre cepas y un alto nivel de mutacion
espontanea que ocurre durante un largo periodo de evolucion dentro de un nicho
altamente restringido, donde la respuesta inmunitaria se combina con factores
ambientales propios del estbmago y conducen a un alto grado de variaciéon genética
(Israel et al., 2001).

H. pylori utiliza su amplia capacidad de variacion genética y antigénica como una
estrategia para lograr una infeccion persistente, a corto plazo utiliza la regulacion de
genes en respuesta al ambiente en el que se encuentra y a largo plazo, utiliza su
capacidad de competencia natural, altos indices de recombinacion, mutacion
espontanea y mecanismos como la variacion de fase, lo cual provoca diversidad

gendmica, adaptacién, seleccion y persistencia (Romo-Gonzaélez et al., 2010).

La diversidad genética de este microorganismo, asi como el largo tiempo que ha
permanecido asociado al humano ha servido como un indicador del flujo de las
migraciones humanas; permitiendo el reconocimiento de poblaciones distintas
después de siglos de coexistencia en diferentes regiones geograficas, incluso
después de miles de afios. Algunos autores sefialan que la evolucién genética de la
bacteria ha ido a la par con la del ser humano hasta llegar al punto en que H. pylori,
ha modificado su diversidad genética a medida que se alejaba geograficamente de
Africa (Falush et al., 2003).
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5.8.2.Zona de plasticidad (ZP)

Las zonas de plasticidad se clasifican como elementos transponibles o elementos
genéticos moviles (MGE por sus siglas en inglés). Un MGE es un tipo de material
genético que puede moverse dentro del genoma (intracelular), puede transferirse
de una especie a otra (intercelular) y se encuentra en todos los organismos tanto
procariontes como eucariontes. Pueden tener diferentes roles en la evolucion del
microorganismo debido a las diversas fuentes de adquisicion mediadas por

transferencia horizontal de genes (Waskito et al., 2018).

El movimiento intracelular del DNA es una propiedad de los loci de recombinacion
promiscua que se denominan transposones, que se recombinan aleatoriamente o
"saltan” entre los replicones. Como los transposones pueden "saltar" a fagos o
plasmidos, también se pueden transferir con ellos a otras células (Frost et al., 2005).
Fueron descubiertos hace mas de 65 afios por Barbara McClintock; también
llamados "genes saltarines”, ya que son elementos de DNA que se mueven
independientemente de otros elementos genéticos, a diferentes ubicaciones en el
DNA del huésped. Estos eventos de “salto” o transposicion dan lugar a mutaciones
qgue pueden ocurrir a altas frecuencias, en relacion con las tasas de mutacion
normales. Los genes saltarines o transposones se han encontrado en practicamente

todos los organismos vivos, desde bacterias hasta humanos (Saier et al., 2018).

La zona de plasticidad de H. pylori estd compuesta de MGE; estos MGE en las
zonas de plasticidad tienen propiedades similares a las de los transposones y, por
lo tanto, se conocen como transposones de zonas de plasticidad (TnPZ). Ademas,
estas zonas se caracterizan por tener un bajo porcentaje de Guanina + Citocina,
comparado con el resto del genoma, lo que indica que estos genes pudieron

adquirirse por transferencia horizontal (Waskito et al., 2018).

La zona de plasticidad de la cepa J99 es la méas caracterizada, tiene una longitud
de 45 kb y esta formada por 48 genes continuos que van desde jhp0914 a jhp0961;
los genes de interés en este trabajo de tesis se encuentran dentro de esta regién
(jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949). La ZP contiene genes de funcion
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desconocida (putativos), asi como genes que codifican para sistemas de
modificacion de restriccion, topoisomerasas, integrones, sistemas de secrecion,
proteinas de membrana externa y transposones, estos ultimos pueden insertarse
en un genoma sin recombinacidén. Esta insercion facilita la propagacién de

transposones entre especies bacterianas (Romo-Gonzalez et al., 2015).

Kersulyte y colaboradores secuenciaron el cluster de genes de la ZP en diversas
cepas de H. pylori y localizaron esta area en genomas de otras cepas depositadas
en bases de datos, con el fin de comparar esta region entre ellas. Se observaron
varios tipos de TnPZ con diferentes disposiciones genéticas o variaciones de
secuencia de DNA lo que dio lugar a una clasificacién, denomindndose como TnPZ
tipo 1, tipo 1b y tipo 2 (Kersulyte et al., 2009).

Los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se encuentran en una TnPZ tipo 1b, y
jhp0940 se encuentra en una TnPZ tipo 2 en la cepa J99. Ademas, dentro de la ZP
se encuentran 7 marcos de lectura abierta (ORF), que son homdlogos del sistema
VirB de Agrobacterium tumefaciens, incluidos VirB4, VirB7, VirB8, VirB9, VirB10,
VirB11y VirD4, y por lo tanto también se le considera a esta zona como una region
gue alberga un nuevo tipo de sistema de secrecion tipo 4 (T4SS), denominado
T4SS3 (Kersulyte et al., 2009).
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Figura 11. La zona de plasticidad de la cepa J99 (jhp0917-jhp0951). La ZP esta compuesta de
fragmentos TnPZ: tipo 1 (jhp0917-jhp0924), tipo 1b (jhp0944-jhp0951; jhp0925, jhp0926,
potencialmente parte de jhp0927) y el tipo 2 (jhp0943-jhp0930). Los cuadros azules y verde indican
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ORF exclusivos de J99 que no contiene la cepa 26695 y los cuadros negros indican ORF

encontrados en ambas cepas (Romo-Gonzalez et al., 2018).

Se ha predicho que esta zona se transfiere al genoma de H. pylori mediante
conjugacion como un elemento integrativo conjugativo (ICE) debido a esto,
recientemente se ha propuesto el cambio de nombre de zona de plasticidad a
elemento integrativo conjugativo de Helicobacter pylori que codifica para un sistema
de secrecion tipo 4 o ICEHptfs por sus siglas en inglés (Waskito et al., 2018).
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Figura 12. Identificacion de ICEHptfs o ZP basada en el contenido de G + C de la cepa 26.695.
En esta cepa hay tres ubicaciones que tienen una relacién G + C significativamente baja, dos de
las cuales son ICEHptfs y una es cagPAI (Waskito et al., 2018).

5.8.3.Genes de la ZP asociados a enfermedad

Los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se asocian con frecuencia a un
mayor riesgo de enfermedades gastrointestinales particulares, como gastritis, Glcera
gastrica y cancer gastrico. Por este motivo, se han propuesto como biomarcadores

de estas enfermedades (Romo-Gonzalez et al., 2015).

e jhp0940.

Dentro de este grupo de genes es el mas caracterizado, también es llamado cinasa
A de translocacion celular o ctkA. El gen ctkA es considerablemente variable en

diferentes poblaciones geogréaficas y comprende parte del conjunto de genes
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especificos de la cepa, codifica para la proteina proinflamatoria CtkA, una quinasa
Ser/Thr (serina/treonina protein quinasa) de tipo eucariota la cual se transloca en
células humanas para aumentar la actividad de NF-kB de una manera dependiente
de la quinasa, lo que conduce a una mayor activacion de TNF-a, IL-6 e IL-8. En
estudios donde se utiliza la proteina CtkA recombinante (rCtkA) se ha demostrado
la induccién dosis dependiente de la secrecion de citocinas proinflamatorias TNF-a
e IL-8 de macrofagos y células mononucleares cultivadas y respuestas
proinflamatorias y pro-apoptéticas de macréfagos de raton. Esto sugiere que CtkA
puede contribuir a la inflamacion gastrica crénica y la persistencia de H. pylori, lo
que aumenta el riesgo inflamacion, atrofia y cancer géstrico (Alandiyjany et al.,
2017).

Se ha reportado que el gen ctkA o jhp0940 tiene una asociacion positiva con un
mayor riesgo de cancer gastrico en algunas poblaciones y un menor riesgo de Ulcera
duodenal (Alandiyjany et al., 2017), Occhialini y colaboradores encontraron una
asociacion entre la presencia del gen jhp0940 y céncer gastrico en un estudio
realizado en el afio 2000 en Costa Rica (Occhialini et al., 2000). Aunque en estudios
de genotipificacion de aislamientos de H. pylori de individuos mexicanos con
enfermedades gastroduodenales, jhp0940 estuvo ausente en todos los aislamientos
de cancer gastrico (Romo-Gonzélez et al., 2009); en Brasil, en aislamientos de
pacientes con Ulceras duodenales o cancer gastrico, la presencia de jhp0940 no
mostré asociacion con la enfermedad, ya que solo 3 de 200 tenian el gen y no se
encontré asociacion entre este gen y enfermedad (Santos et al., 2003); y en
aislamientos de pacientes chinos con gastritis cronica activa, ulceras duodenales o
cancer gastrico tampoco se encontré0 asociacion entre este gen y enfermedad
(Gong et al., 2015). Por lo tanto, el papel de este gen en la infeccion y su asociaciéon

con enfermedad aun no es clara.

Con respecto a su prevalencia en el mundo, independientemente de la enfermedad
gue presentan los individuos donde se ha aislado vy tipificado la cepa, se ha
encontrado una alta variabilidad entre diversas regiones geograficas, como se

muestran en la Figura 13; un estudio en India observé una prevalencia de menos
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del 20% de este gen entre los aislados de H. pylori (Ganguly et al., 2016); en
Argentina, su prevalencia se reportd en un 74.6%, y la frecuencia en aislamientos
de individuos con gastritis crénica y Ulcera péptica fue similar, esto indica que no
hay asociacion con una enfermedad especifica (Armitano et al., 2013); Rizwan y
colaboradores en el 2008 no encontraron una asociacion entre los resultados
clinicos y la prevalencia de jhp0940 en aislados de siete paises (India, Sudafrica,
Japon, Costa Rica, Peru, Francia y Espafa) dentro de estos paises la mayor
prevalencia de este gen se observo en aislados de India (95%), Sudéfrica (100%) y
Francia (100)%, en contraste con los de Espafa, donde menos del 10% contenia
este gen (Rizwan et al. 2008). Una posible explicacion de los resultados variables
con respecto a la prevalencia de jhp0940 en diferentes regiones geograficas es que
pudiera existir diversidad en la secuencia de este gen entre los aislamientos de las
distintas regiones geograficas que no permite su identificacion con un solo par de

cebadores (Romo-Gonzaélez et al., 2018).
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Figura 13. Frecuencia de la presencia de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre
los aislados de H. pylori de diferentes regiones geograficas (Romo-Gonzalez et al., 2018).
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e jhp0945, jhp0947 y jhp0949.

La relacion entre los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 y el desarrollo de
enfermedad se observd en Costa Rica en el afio 2000, donde se evalud la
prevalencia de 21 ORF presentes en la ZP de la cepa J99 (jhp0914-jhp0961) en 17
cepas de pacientes con cancer gastrico y 26 cepas de pacientes con gastritis. Los
resultados mostraron una alta prevalencia de jhp0947 en pacientes con céncer
gastrico (Occhialini et al., 2000). Los estudios sobre la prevalencia de jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 entre los aislados de diferentes regiones geograficas han
propuesto a estos genes como marcadores de enfermedad, sugiriendo que podrian

desempefiar un importante papel en la infeccion de H. pylori.

En un estudio en Brasil de 200 aislamientos de pacientes con Ulceras duodenales,
cancer gastrico o gastritis, solo jhp0947 mostr6é una asociacién con cancer gastrico
y Ulceras duodenales (Santos et al., 2003); en otro estudio en Brasil, no se observo
una asociacion entre jhp0947 y las ulceras pépticas (Proenca et al., 2007); en una
poblacion holandesa con gastritis y Ulceras duodenales, se evalud la prevalencia
del locus jhp0945-jhp947-jhp0949, encontrandose una asociacion tanto de jhp0947
como jhp0949 con ulceras duodenales, mientras que jhp0945 no se relaciond con
esta enfermedad (de Jonge et al., 2004). Un estudio que incluyd 296 aislamientos
occidentales (de Estados Unidos y Colombia) y 217 aislamientos de Asia (de Corea
y Japén) reportaron que la prevalencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 difiere
significativamente entre las dos regiones geogréficas; en los individuos
occidentales, la presencia de jhp0945 fue mayor en los aislamientos obtenidos de
pacientes con Ulceras gastricas, Ulceras duodenales o cancer gastrico en

comparacion con los obtenidos de pacientes con gastritis (Sugimoto et al., 2012).

En estudios realizados de aislados asiaticos se ha reportado en cepas de origen
chino, que la prevalencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 fue significativamente
mayor en individuos con Ulceras duodenales y cancer gastrico en comparacion a
individuos con gastritis cronica, se relaciono al gen jhp0945 con un mayor riesgo
de desarrollar cancer gastrico y proponen que la presencia de dicho gen podria ser

considerada como un indicador de riesgo (Gong et al., 2015), en aislados de India,
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la presencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se asocia con un mayor riesgo de
enfermedades graves (Ganguly et al., 2016).

En una poblacién holandesa un estudio revel6 que la presencia de estos tres genes
en las cepas de H. pylori indujo una mayor concentracion de IL-12 en comparacion
a la cepa 26695, que no posee estos genes y la interrupcion de este locus reduce
la produccién de IL-12 en las células monociticas THP-1 (de Jonge et al., 2004); en
cepas de la India se relaciond la presencia de estos genes con una mayor
produccion de IL-8 y la induccién de muerte celular por apoptosis (via caspasa-3)
en estudios in vitro en células de epitelio de adenocarcinoma gastrico (Ganguly et
al., 2016). El gen jhp0947 muestra homologia en la region 5' con jhp0477, el cual
codifica un homélogo de virB9, un componente importante del T4SS codificado por

el cagPAl, pero aun no se ha descrito su funcién (Waskito et al., 2018).

Tabla 2. Resumen de los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 y su relacién con enfermedad. CG:
Cancer géastrico, UD: Ulcera duodenal, G: Gastritis cronica.

Pais de origen | Relacion gen-enfermedad

de las muestras

Costa Rica Alta prevalencia de jhp0947 en pacientes con CG. Occhialini et al,
2000

jhp0947 muestra una asociacion con CG y UD Santos et al., 2003

No se observa una asociacion entre jhp0947 y las UD Proenca et al., 2007

Holanda Asociacion tanto de jhp0947 como jhp0949 con UD, de Jonge et al., 2004
mientras que jhp0945 no se relaciona con esta
enfermedad

La presencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 induce
una mayor concentracion de 1L-12.
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Estados Unidos,

Colombia, Corea

y Japon

La prevalencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 difiere
significativamente entre regiones geograficas

En individuos occidentales, la presencia de jhp0945
es mayor en los aislamientos obtenidos de pacientes
con UD o CG en comparacién a los pacientes con G.

La prevalencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 es
mayor en individuos con UD y CG en comparacién a

individuos con G.

Se relaciona al gen jhp0945 con un mayor riesgo de
desarrollar CG.

La presencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se asocia

con un mayor riesgo de enfermedades graves

Se relaciona la presencia de jhp0945, jhp0947 y
jhp0949 con una mayor produccién de IL-8 y la
induccion de muerte celular por apoptosis (via
caspasa-3)

Sugimoto et al., 2012

Gong et al., 2015

Ganguly et al., 2016
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6.JUSTIFICACION

Se conoce poco sobre las prevalencias de los genes de la ZP (jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949) en nifios. Estos genes son de importancia por la asociacion que
se ha encontrado en adultos con enfermedades gastroduodenales severas como
Ulcera gastrica y cancer gastrico; por lo que es importante su estudio en pacientes
pediatricos, para conocer el papel de estos genes en la etapa inicial de la infeccion
por H. pylori y desde el punto de vista clinico en los nifios infectados con H. pylori
es importante identificar en la bacteria genes asociados a virulencia para dar un

adecuado y oportuno manejo de la infeccion.

7.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la frecuencia de los genes de la ZP (jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949)
en cepas de H. pylori de nifios con manifestaciones gastroduodenales del Instituto

Nacional de Pediatria?

8. HIPOTESIS.

La prevalencia de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949, ser& similar a lo

reportado previamente en nifios en México.

El patrén genotipico de estos genes en las distintas regiones del estbmago sera

heterogéneo dentro del paciente.
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9.0BJETIVOS

9.1. General

Determinar la frecuencia de los genes de la zona de plasticidad (jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949) de Helicobacter pylori en cepas aisladas de nifios con
enfermedad gastroduodenal del Instituto Nacional de Pediatria.

9.2. Particulares

e Diagnosticar mediante cultivo y PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
la infeccion por H. pylori en nifios con enfermedad gastroduodenal.

e Identificar la presencia de los genes jhp0945, jhp0947, jhp0949a, |hp0949b y
jhp0940, en las cepas de H. pylori mediante la técnica de (PCR).
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10. METODOLOGIA

Pacientes. — El diagndstico de Helicobacter pylori, se realizé a partir de una biopsia
gastrica, tomada por el servicio de gastroenterologia del Instituto Nacional de
Pediatria (INP), a pacientes con manifestaciones clinicas gastroduodenales previo
consentimiento informado al paciente. La biopsia es tomada después de descartar
otra causa organica de las manifestaciones clinicas gastroduodenales. Este trabajo
forma parte del proyecto registrado (024-2019) en el INP autorizado por el comité

de ética, bioseguridad e investigacion del INP.

Proceso de la muestra. - Mediante una endoscopia se toma una biopsia de tres
regiones del estbmago (antro, cuerpo e incisura) cada una fue transportada en un
tubo Eppendorf con 1ml de solucion salina fisiolégica (SSF) al laboratorio de
Bacteriologia Experimental de la Torre de Investigacion. El procesamiento de la
biopsia se debe realizar no mas de tres horas después de la toma y se debe
conservar a 4°C hasta su proceso. El aislamiento se realiza en condiciones de
esterilidad (uso de mechero, y material de plastico estéril desechable) y con el

equipo de proteccion adecuado (bata, guantes y cubre bocas).

En un homogeneizador de tejidos de vidrio esmerilado del tamafio de un tubo
Eppendorf, se coloca la biopsia y 50 uL de SSF en la que se transporta la biopsia,
y se procede a la disgregacion mecéanica del tejido. Del homogeneizado (el tejido
disgregado en la SSF) de la biopsia se toman 30uL y se colocan en una placa de
Agar Sangre (AS) de carnero, y se incuba a 37°C con 9% de CO2, de 5 a 8 dias.

Obtencién de la cepa.- Al revisar la placa de AS se seleccionan colonias con
morfologia sugestiva a H. pylori (pequefas colonias traslucidas semejantes a gotas
de rocid), este crecimiento se resiembra en una nueva placa de AS, y se incuba en
las mismas condiciones (37°C con 9% de CO2) de 4 a 5 dias, este proceso de
resiembra continua hasta obtener suficiente cantidad de colonias, para poder
realizar pruebas bioquimicas (Gram, catalasa y ureasa) y de esta manera identificar

a H. pylori. Una vez identificada la bacteria, se cosecha el crecimiento
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correspondiente a dos placas de AS en 1mL de caldo Brucella con glicerol al 18%
para congelar a -70°C y asi preservar la bacteria; otras 2 placas mas de AS se
cosechan en 1mL de SSF para la extraccion del DNA de la cepa para su posterior

genotipificacion.

Extracciéon de DNA de biopsia gastrica. - Al homogeneizado restante de la
biopsia se extrae DNA, para el diagnostico molecular de H. pylori mediante PCR
punto final buscando los genes 16SRNA y ureC. La extraccion de DNA consiste en

lo siguiente:

Aproximadamente a 500uL del homogenizado de la biopsia se incuba con 600 uL
de buffer (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 + 0.1% sarcosina) + 20 uL de Proteinasa K (10
mg/mL) + 20 uL lisozima (5 mg/mL) incubando toda la noche a 50°C. Al dia siguiente
se incuban los tubos a 95°C por 5 minutos para inactivar la Proteinasa K. La
extraccion de DNA se realiza mediante la técnica de Fenol-Cloroformo, la cual

consiste en:

e Agregar igual volumen de la solucion Fenol: Cloroformo: Isoamilico, es decir,
si en el tubo tenemos 300 pL del homogeneizado agregar 300 pL de la
mezcla. Aplicar vortex durante 10 segundos y centrifugar a 14000 rpm / 10
min.

e Tomar la fase acuosa y transferirla a otro tubo (no tomar la interfase que
contiene restos de proteinas) agregar igual volumen de Cloroformo
isoamilico, centrifugar a 14000 rpm / 10 min.

e Tomar la fase acuosa y transferirla a otro tubo, agregar 1/10 volimenes de
acetato de sodio 3 Molar y el doble del volumen de isopropanol frio, mezclar
suavemente y dejar precipitar toda la noche a -20°C.

e Al dia siguiente centrifugar a 14000 rpm /10 min, lavar el botén de DNA con
etanol al 70% centrifugando a 14000 rpm /10 min.

e Decantar el etanol y dejar secar el boton de DNA.

e Re-suspender el botén en 100 yL de agua libre de nucleasas y poner durante

15 min a 37°C o toda la noche a 4°C; para que el DNA se rehidrate.
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e Resguardar a -20°C.

Una vez obtenido el DNA se cuantifica utilizando el equipo NANODROP 2000,
donde se mide su concentraciébn (ng/ pL) y pureza, con la relacién de las
absorbancias 260nm/280nm, trabajando con muestras con un valor de 1.6 a 1.9,
finalmente se guarda a -20°C hasta su uso, para realizar la PCR de diagnostico de
H. pylori en la cual se busca la amplificacién de los genes ureC y 16S RNAr

mediante PCR punto final.

Diagnoéstico de H. pylori mediante PCR punto final. -

Tabla 3. Primers utilizados para la identificacion de H. pylori en biopsias gastricas mediante

PCR punto final

Nombre del Oligonucleétidos de PCR Producto (bp) Referencia

primer
ureC GLMHP_F UreC 5 AGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 3 294 Abu-Almaali
GLMHP_R UreC | 3" AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC %’ etal. 2012
16S RNAr 16sHP522_F 5" TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG 3 522 Abu-Almaali
16sHP118_R 3" GCTAAAGAGATCAGCCTATGTCCS’ etal. 2012

Tabla 4. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR tanto para ureC como 16SRNAr.

Reactivo (concentracion inicial) Volumen
Buffer 10X 2.5uL
MgCl, 25 mM 1.5uL
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Primer F 10 mM (ureC y 16S) 1.25 uL
Primer R 10 mM (ureC y 16S) 1.25 L
Muestra DNA 1L

Taq polimerasa 5 U/uL 0.15 uL
Agua libre de nucleasas 18.35 uL

Las reacciones se llevaron a un volumen total de 25 pL.
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Tabla 5. Condiciones de amplificacién para ambos genes.

Paso Temperatura Tiempo

Hold desnaturalizar

Desnaturalizar

Extender

38 ciclos

Hold extender

El PCR se realiz6 en el termociclador ARKTIK de Thermo Scientific.

Alinear ‘

La electroforesis de los productos de PCR se realizé en un gel de agarosa al 1.5%,
para observar las bandas en el bajo luz ultravioleta (UV) se utilizé como intercalador
Midori Green Advance. Empleando un marcador de peso molecular de 100pb de la
marca Invitrogen.
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Figura 14. Diagrama general del procesamiento de una muestra de biopsia gastrica, diagnoéstico de
Helicobacter pylori por PCR y cultivo.
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Obtencion de DNA en cepas de H. pylori. -

La biomasa obtenida del sembrado de H. pylori en una placa de agar sangre se
cosecho y resuspendio en 1 mL de SSF y se extrajo DNA utilizando el kit Wizard
Genomic DNA Purification. El proceso consiste en lo siguiente: Se centrifuga
durante 2 minutos a 14000 rpm al termino, se elimina el sobrenadante. Al pellet
obtenido se agregan 600 uL de solucion de lisis disgregando totalmente, mediante
movimientos mecéanicos con la micropipeta y una incubacion a 80°C durante 5
minutos. Posterior a la lisis, se adicionan 3 pL de la enzima RNAsa, se incuba
durante 40 minutos a 37°C, para posteriormente adicionar 200 pL de solucion de
precipitacion de proteinas, se incuba en hielo durante 5 minutos y luego se
centrifuga durante 20 minutos a 14000 rpm. Al término de la centrifugacién se
transfiere el sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo preparado con 600 pL de
isopropanol frio, para precipitar el DNA. Se deja a una temperatura de -20°C toda la

noche.

Al dia siguiente se lava el DNA con etanol frio al 70% y se deja secar el DNA durante
15 minutos en la Vacuofuge™ o a 372C por dos horas. Al tener el DNA totalmente
seco se rehidrata con agua inyectable durante una hora a 37°C o toda la noche a
4°C. Con el DNA rehidratado se procede a cuantificar en el equipo NANODROP
2000. El DNA debe tener pureza adecuada (radio 260nm/280nm de 1.6 a 1.9) y una

concentracion minima de 20 ng/ pL.

Genotipificacion de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en cepas
de H. pylori.

Con el DNA obtenido de las cepas de cada region del estbmago se realizé el PCR
punto final para la identificacion de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949
utilizando como control positivo la cepa ATCC J99 la cual contiene todos los genes
gue buscamos identificar, y como control negativo la cepa ATCC 26695 la cual
carece de estos genes. A continuacion, se muestran los primers utilizados, asi como

las condiciones de la mezcla de PCR y condiciones de amplificacion.
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Tabla 6. Primers utilizados para la genotipificaciéon de los genes de jhp0940, jhp0945, jhp0947

y jhp0949 en cepas de H. pylori.

Nombre del Oligonucleétidos de PCR Producto Referencia
primer ((s]9))

jhp0940 jhp0940F 5" GAAATGTCCTATACCAATGG 3’ 591 Occhialini et
jhp0940R 3" CCTAAGTAGTGCATCAAGG 5’ al. 2000

jhp0945 jhp0945F 5" CAATGCGACTAACAGCATAG 3’ 1028 Occhialini et
jhp0945R 3" CGCATTTGCTGTCATCTTTG 5 al. 2000

jhp0947 jhp0947F 5" GATAATCCTACGCAGAACG 3’ 611 Occhialini et
jhp0947R 3" GCTAAAGTCATTTGGCTGTC 5 al. 2000

jhp0949a jhp0949aF 5" ATAGGAGTCGGTGCTTACTT 3 787 de Jonge et
jhp0949aR 3" AGCAACAACAAAGGCATGTA 5’ al. 2004

jhp0949b jhp0949bF 5" TTCAAAAAGTCCCCGAAATG 3° 200-300 Sugimoto et
jhp0949bR 3" GGATGTCCTGGCATGTCTCT 5 al. 2012

Tabla 7. Preparacién de la mezcla de reaccion de PCR para los genes jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949.

Reactivo (concentracion inicial) Volumen
Gen jhp0940

Buffer 10X 2.5uL
MgCl> 25 mM 1.5 uL
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Primer F 50 mM 0.25 uL
Primer R 50 mM 0.25 L
Muestra DNA 1uL
Taq polimerasa 5 U/uL 0.15 uL
Agua libre de nucleasas 18.85 uL
Genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949

Buffer 10X 25uL
MgCl2 25 mM 15uL
dNTP’s 10 mM 0.25 uL
Primer F 50 mM 0.2 uL
Primer R 50 mM 0.2 uL
Muestra DNA 1L
Taq 5 U/uL 0.2 uL
Agua libre de nucleasas 19.15 uL

Las reacciones se llevaron a un volumen total de 25 L.
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Tabla 8. Condiciones de amplificacién para los genes de la ZP.

Gen jhp0940
Paso Temperatura Tiempo
Hold 94°C 5 min
desnaturalizar
Desnaturalizar ‘ 92°C 30 seg
Alinear ‘ 56°C 45 seg
Extender ‘ 72°C 2.3 min
35 ciclos ‘ - -
Hold extender ‘ 72°C 5 min
Genes jhp0945 y jhp0947
Paso ‘ Temperatura Tiempo
Hold 94°C 5 min
desnaturalizar
Desnaturalizar ‘ 94°C 1 min
Alinear ‘ 62°C 1 min
Extender ‘ 72°C 1 min
35 ciclos ‘ - -
Hold extender ‘ 72°C 7 min
Gen jhp0949, reaccién ay b
Paso Temperatura Tiempo
Hold 95°C 5 min
desnaturalizar
Desnaturalizar ‘ 95°C 30 seg
Alinear ‘ 48°C 30 seg
Extender ‘ 72°C 30 seg
35 ciclos ‘ - -
Hold extender ‘ 72°C 5 min

La PCR se realiz6 en el termociclador ARKTIK de Thermo Scientific.



Se definio presencia del gen jhp0949 cuando fuera positivo la PCR con cualquiera
de los dos juegos de primers utilizados. Los productos de PCR fueron visualizados
en un gel de agarosa al 1.5%, utilizando como intercalador Midori Green Advance,
para observar las bandas en el gel, bajo luz ultravioleta (UV). Utilizando un marcador
de peso molecular de 100pb de la marca Invitrogen, diseflada para el
dimensionamiento del DNA en el rango de 100bp a 2000bp; consta de 13
fragmentos de DNA con bandas de referencia a 2000bp, 1500bp y 600bp para una

facil orientacion.

DNA de cepa de
Helicobacter pylori

Y

Para comprobar la
Amplificar gen integridad del DNA
ureC, mediante |—— Yy asegurar gue el
PCR punto final mismo es de
H.pylori

Descartar DNA y
descongerlar cepa
conservada para repetir
extraccion

Amplificar mediante PCR
punto final los genes de la
zona de plasticidad

Jhp0840 Jhp03945 Jhp0847 fhp0849

Y
Calcular la prevalencia de
cada gen en la poblacién
estudiada

Figura 15. Diagrama general de la genotipificacion de los genes jhp0940,
jhp0945, jhp0947 y jhp0949, en DNA de cepas de H. pylori.
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11. RESULTADOS

Frecuencia de infeccién de H. pylori en la poblacion estudiada. -

De 105 pacientes incluidos en el estudio, 47 (44.8%) fueron positivos a H. pylori por
cultivo y/o PCR en al menos una region del estbmago (antro, cuerpo o incisura), por
lo tanto 58 pacientes (55.2%) fueron negativos. De los positivos, 13 (12.4%) fueron

positivos tanto por cultivo como PCR y 34 (32.4%) solo por PCR.

H Positivos por PCR y
cultivo

® Positivos por PCR

® Negativos

Figura 16. Frecuencia de H. pylori obtenido por cultivo y PCR en 105 pacientes

Figura 17. Crecimiento de H. pylori en Agar
Sangre (5% de sangre de carnero). Primo
aislamiento del cultivo de biopsia gastrica, después
de 5 dias de incubacién a 37°C, con 9% de COa2.
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ATCC

199 Figura 18. Pruebas bioquimicas de
catalasa y ureasa rapida. Cepas control

ATCC de H. pylori (J99 y 26695) y cepa de un
paciente, con resultado positivo a ambas

26695 pruebas.

Paciente
1
ureC 165
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 1 Paciente 2
C+ A c 1 A C I B C+ A C I A C I B

1000bp

500bp
400bp
300bp

200by

100bp

Figura 19. Reaccién de PCR punto final de los genes ureC y 16SRNAr. El gen ureC amplifica un producto de
294bp y 16S RNAr de 522bp; diagndstico de dos pacientes, en tres regiones del estdmago, A: antro, C: cuerpo
e |: Incisura. C+: control positivo, cepa ATCC J99; B: blanco. Paciente 1, negativo a H. pylori. Paciente 2, positivo
a H. pylori. Gel de agarosa al 1.5%. Marcador de peso molecular de 100bp.
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Genotipificacion de los genes de la ZP de H. pylori en la poblacion estudiada.

De los 13 pacientes que fueron cultivo positivo; se aislaron, 29 cepas, las cuales

presentaron los siguientes resultados de genotipificacion (Tabla 7).

Tabla 9. Resultados generales de la genotipificacion de los genes de la ZP en cepas de nifios
con manifestaciones gastroduodenales del INP. Verde: Presencia del gen. Rojo: Ausencia del
gen. A es antro, C cuerpo e | incisura.

Paciente | Region | jhp0940 | jhp0945 | jhp0947 | jhp0949
1 A
|
2 C
|
3 A
C
|
4 A
C
|
=} |
=} C
|
7 A
C
|
8 C
|
9 C
|
10 C
|
11 A
C
|
12 A
|
13 A
|

49



jhp0940  jhp0945  jhp0947  jhp0949a  jhp0949b
Gt & B © G B € € B €& ¢ B cx C B

1000bp
1000bp

500bp

400bp 500bp

400bp

300bp
300bp

200bp
200bp

100bp
100bp

Figura 20. Reaccién de PCR punto final de los genes de la ZP. La figura muestra un gel de
agarosa con la amplificacion de cada uno de los genes en la cepa control positivo, cepa J99 y no
en la cepa 26695 control negativo y en B el blanco de reaccién: jhp0940 muestra un producto de
amplificacién de 591bp, jhp0945 de 1028bp, jhp0947 de 511bp, jhp0949a de 787bp y jhp0949b de
250bp. Gel de agarosa al 1.5%. Marcador de peso molecular de 100bp.

La genotipificacion muestra que ninguna cepa de los pacientes presentan el gen
jhp0940. La frecuencia de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre los pacientes fue

38.5%; 46.2% y 53.8% respectivamente en al menos una regién del estbmago.

Frecuencia de jhp0940, jhp0945, jhp0947 y
jhp0949, entre los pacientes

jhp0949,

60% ] 53.80%

jhp0947,
50% - 46.20%

jhp0945,
0,

40% 38.5%
30%
20%

10%

jhp0940, 0%
0%

Figura 21. Frecuencia de jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949, entre los pacientes.
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De las 29 cepas aisladas como se sefiald, ninguna presentd el gen jhp0940; 10
(34.5%) presentaron el gen jhp0945, 11 (37.9%) el gen jhp0947 y 17 (58.6%)
tuvieron jhp0949.

Frecuencias de los genes jhp0940, jhp0945,
jhp0947y jhp0949; entre las cepas

70%

60% jhp0949, 58.6%
0

50%

jhp0947, 37.9%
40% jhp0945, 34.5% 1P

30%
20%

10%

jhp0940, 0.0%
0%

Figura 22. Frecuencia de jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949, entre las cepas.

Respecto al patron gendmico de distribucién de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre
los pacientes se encontr6 lo siguiente: De acuerdo a la region del estomago: 10
(76.9%) pacientes presentaron un solo patrén genotipico y 3 (23.1%) un genotipo
mixto en sus diferentes regiones como se observa a detalle en la Tabla 9 y se

resume en la Tabla 10.
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Tabla 10. Patrén genotipico de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949, entre las
regiones del estobmago de los 13 pacientes.

Patrén genotipico en las distintas Numero de Contenido de genes en los

regiones del estdmago pacientes pacientes

1 presento los tres genes

Unico 10 2 no presentan ninguno

7 presentaron ausencia de

uno o dos genes

Mixto 3 En todos hubo ausencia de

uno o dos genes

A continuacién, se presentan ejemplos de la distribucion de estos genes en las
distintas regiones del estbtmago de los pacientes(A) y los diferentes patrones

genotipicos encontrados en ellos, con infeccion Unica e infeccidn mixta (B).

A.

e 10 pacientes (76.9%) presentaron un Unico patron genotipico, todas sus

regiones del estbmago.

jhp0940 jhp0945 jhp0947 jhp0949

| Verde, presencia del gen. Rojo, ausencia del gen ‘

e 3 pacientes (23.1%) presentaron infeccién mixta (infeccion con diferente
genotipo), en sus regiones del estbmago.

jhp0940 jhp0945 jhp0947 jhp0949

Verde, presencia del gen. Rojo, ausencia del gen
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e De los pacientes con patron Unico, 1 paciente presenta los tres genes

Cuerpo
Insisura

Morado, presencia del gen. , ausencia del gen

e 2 pacientes no presentan ninguno

Antro
Insisura

Morado, presencia del gen. , ausencia del gen

e 7 pacientes presentaron ausencia de uno o dos genes

1 Cuerpo
Insisura
2 Cuerpo
Insisura

Morado, presencia del gen. , ausencia del gen

e De los pacientes con patron mixto, todos tienen ausencia de uno o dos genes.

Antro

Cuerpo
Insisura

Morado, presencia del gen. , ausencia del gen
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12. ANALISIS DE RESULTADOS

La mayoria de la informacion disponible sobre las frecuencias de jhp0940, jhp0945,
jhp0947 y jhp0949 se ha obtenido de estudios en poblaciones adultas, a excepcion
del estudio realizado por Romo-Gonzalez y colaboradores en 2015, donde se
determind la presencia de estos genes en una poblacion pediatrica mexicana de
una institucidén de salud diferente a la estudiada en este trabajo. En este estudio se
encontré ausencia del gen jhp0940 (ctkA) en los aislados de H. pylori este resultado
no es similar a lo encontrado en otra poblacién pediatrica dentro de nuestro pais, ya
gue en el estudio antes mencionado se reporta una prevalencia de 53.1% entre esos
pacientes. Existe controversia entre la presencia y ausencia de este gen y su
relacion con el cancer gastrico, ya que su ausencia se ha encontrado en cepas
aisladas de cancer gastrico y no se ha asociado a enfermedad como ulcera péptica
0 gastritis (Romo-Gonzalez et al., 2009 y Santos et al., 2003) aunque en un estudio
si encuentran esa asociacion (Occhialini et al., 2000). Otro estudio asocia la
presencia de la proteina CtkA con una inflamacién gastrica crénica y con la
persistencia de H. pylori, ya que aumenta la actividad de NF-kB, que conduce a una
mayor infiltracion de neutrdéfilos en el moco gastrico, y esto conlleva a una elevada
respuesta inflamatoria, distintivo de la infeccién con H. pylori; aumentando asi el
riesgo de resultados asociados a inflamacién, como atrofia y cancer gastrico
(Alandiyjany et al., 2017).

Una de las hipotesis que podrian explicar la ausencia de jhp0940, es que la
presencia de este es importante al inicio de la infeccion, y se va perdiendo conforme
la infeccién se vuelve cronica, lo cual explicaria la ausencia de este gen en adultos
con cancer y la baja prevalencia en la asociacion de este gen en gastritis cronica y
ulcera-péptica en poblacién adulta. En el caso de los nifios aunque la edad promedio
de la poblacion estudiada fue 13 afos, no sabemos cuanto tiempo podrian llevar
infectados, esta poblacibn se caracteriza por presentar manifestaciones
gastroduodenales, incluso algunos ya habian recibido tratamiento previo sin éxito
para erradicar la bacteria, por ende, las cepas podrian estar mas adaptadas a su

nicho de supervivencia debido a un mayor tiempo de infeccion y por lo tanto
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presentan un genotipo similar al reportado en adultos, donde este jhp0940 esté en

baja frecuencia o ausente.

Por otro lado, respecto a los tres genes restantes jhp0945, jhp0947 y jhp0949, en
este trabajo, al igual que lo reportado por Romo-Gonzalez y colaboradores en 2015
en otra poblacion pediatrica, se encontr6 como el gen de mayor frecuencia a

jhp0949, asi como un patrén heterogéneo de estos.

Las frecuencias encontradas en este estudio fueron menores para los tres genes
jhp0945 (38.5%), jhp0947 (46.2%) y jhp0949 (53.8%) en comparacion con lo
anteriormente reportado jhp0945 (44.9%), jhp0947 (77.6%) y jhp0949 (83.7%)
(Romo-Gonzalez et al. 2015). También se observé que ademas de ser el gen
jhp0949 el mas frecuente en ambos estudios, este presenta un patrén uniforme
entre las cepas estudiadas, es decir, estd presente en los aislados de todas las
regiones del estbmago de un solo paciente, en contraste con jhp0945 y jhp0947 que
se encuentran en un patron mixto entre las regiones del estbmago de cada paciente;
esto podria significar que jhp0949 es mas conservado entre las cepas de H. pylori.
Un punto importante a considerar es que en este estudio se trabajaron con aislados
de diferentes regiones del estmago a diferencia del anterior estudio donde
Gnicamente se aislé de una regidn del estobmago, lo que nos lleva a reforzar lo

sefalado con respecto a su consistencia dentro del genoma de la bacteria.

Respecto al patron de heterogeneidad de estos genes, de Jonge y colaboradores
en 2004 reportaron la presencia de jhp0947 asociada con jhp0949, lo cual no es
observado en el presente estudio, donde se encontré mayor relacion entre jhp0945
y jhp0949; ya que solo en 5/11 (45.5%) de cepas positivas a jhp0947 también lo
fueron a jhp0949; en contraste con jhp0945 y jhp0949 donde 8/10 (80%) de las
cepas presentaron ambos genes. La funcién de los genes jhp0945-jhp0947-
jhp0949 aun no se conoce, sin embargo, se ha propuesto, dado que son genes
consecutivos y orientados en la misma direccién que posiblemente se expresen
como un operon (Occhialini et al.,, 2000), para confirmar esta propuesta seria
necesario realizar estudios de expresion de este locus en cultivos celulares y

modelos animales.
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Unicamente 2/13 (15.4%) de los pacientes no presentaron ninguno de los genes de
la ZP, esto puede reforzar lo propuesto por Romo-Gonzéalez y colaboradores en el
2015, donde indica la ausencia de este cluster de genes de la ZP se encuentra con

menor frecuencia en asilamientos de nifios en comparacion a los adultos.

Este estudio también permiti6 mostrar que un individuo puede estar infectado por
diversos genotipos en diferentes regiones del estobmago, a lo que llamamos
infeccion mixta, los aislados de 3/13 (23%) pacientes presentaron este caso.
Suerbaum y colaboradores reportan que la frecuente recombinacion en H. pylori
sugiere que las infecciones mixtas con diferentes cepas ocurren repetidamente
(Suerbaum et al., 1998). Varios estudios de fingerprinting aplicados a aislados de
H. pylori tomados de un mismo paciente han demostrado que diferentes cepas
pueden derivar de una cepa ancestral, pero han sufrido cambios gendmicos,
fenémeno conocido como microevolucién; por lo tanto, un solo paciente puede
transportar dos o0 mas cepas con un genotipo diferente (Gonzalez-Vazquez et al.,
2015), encontrandose diversos genotipos de los factores de virulencia mas
caracterizados como cagA y vacA, dentro de una misma regién del estomago, al
estudiar mas de 2 colonias Unicas. En nuestro caso lo que se observo fue infeccién
mixta entre regiones del estdbmago, al genotipificar el aislado obtenido de tres
distintas regiones, lo que demuestra infeccion por mas de un genotipo en los nifios

infectados.
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13. CONCLUSIONES

De 105 pacientes, el 44.8% resultaron positivos a H. pylori, y 13 de estos (12.4%)

resultaron cultivo positivo.

De las 29 cepas obtenidas de los 13 pacientes el gen jhp0940 estuvo ausente en
todas las cepas y jhp0949 fue el gen mas frecuente (58.6%), para jhp0945 la
frecuencia fue 34.5% y para jhp0947 37.9%.

El patron genomico de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en las cepas es muy
heterogéneo, lo cual nos habla de la diversidad genética que presentan las cepas
en estos pacientes, siendo esto relevante por la asociacion de estos genes con
enfermedad, por lo que si ademas de estos genes tienen otros que codifican para
factores de virulencia como cagA y cagPAI, pueden ser cepas con riesgo a provocar

mayor grado de inflamacion.

Seria importante conocer la expresion de estos genes en la mucosa gastrica;
ademas de relacionar el diagnéstico clinico y endoscépico con la presencia o
ausencia de los genes de la ZP en poblacién pediatrica y de esta manera conocer

sobre su funcion y poder entender su papel en la infeccion por H. pylori.
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15. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AS: Agar sangre

BG: Biopsia gastrica

bp: Pares de bases

CtkA: Cinasa A de traslocacion celular

DAR: Dolor abdominal recurrente

DNA: Acido desoxirribonucleico

Hp: Helicobacter pylori

ICE: Elementos integrativo conjugativo
ICEHptfs: Elemento integrativo conjugativo de Helicobacter pylori que
codifica para un sistema de secrecion tipo 4
IL: Interleucina

INP: Instituto Nacional de Pediatria

MAPK: MAP cinasas

MGE: Elementos genéticos maoviles

OMP: Proteinas de membrana externa
ORF: Marcos de lectura abierta

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PMN: Polimorfos nucleares

RNA: Acido ribonucleico

ROI: Especie reactiva de oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

SSF: Solucion salina fisiolégica

T4SS: Sistema de secrecion tipo 4

TnZP: Transposones de zonas de plasticidad
UV: Ultravioleta

ZP: Zona de plasticidad
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