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1. Resumen

Antecedentes: Helicobacter pylori (Hp) es una bacteria asociada con gastritis crénica, uUlcera
péptica y cancer gastrico. Esta bacteria se adquiere normalmente a edad temprana. En
nifios la infeccidén por Hp se ha asociado a dolor abdominal recurrente (DAR) sin embargo,
puede ocasionar gastritis o Ulcera péptica. La prevalencia de Hp en nifos oscila entre 10-
40% en paises desarrollados y hasta un 80% en paises en desarrollo. El gen cagA vy la
presencia de la isla de patogenicidad cagPAl son importantes factores de virulencia
asociados al desarrollo de enfermedad. Objetivo: Determinar la frecuencia del gen cagA y
la isla de patogenicidad cagPAl en cepas aisladas de nifios con manifestaciones
gastroduodenales del Instituto Nacional de Pediatria. Material y métodos: El presente
trabajo forma parte del proyecto No. 024/2019 aprobado por los comités de investigacion,
ética, y bioseguridad del Instituto Nacional de Pediatria. Se estudiaron 84 niflos con
manifestaciones clinicas gastroduodenales los cuales fueron sujetos a biopsia gastrica en
tres regiones del estdbmago antro, cuerpo e incisura; de cada region se realizé cultivo y se
extrajo DNA para el diagndstico de Hp por PCR utilizando los genes 16sRNA (522 pb) y ureC
(294 pb). En las cepas aisladas también se extrajo DNA y mediante PCR se identificaron los
genes de cagA (349 pb) y la isla de patogenicidad cagPAI (360 pb), mediante PCR empty site
punto final. Resultados: De 84 pacientes, 39 (46.4%) fueron positivos para Hp por cultivo
y/o PCR en al menos una region del estdbmago (antro, cuerpo o incisura) de estos solo 11
pacientes (13.1%) fueron positivos tanto por cultivo como por PCR y 28 (33.3%) solo por
PCR. De estos 11 pacientes se obtuvieron 25 cepas de diferentes regiones del estdémago. La
frecuencia de cagA y cagPAl de los 11 pacientes fue 100% y 72.7% respectivamente en al
menos una region del estdbmago. Respecto al patrén cagA/cagPAl la distribucién fue: 8/11
(72.2%) cagA+/ cagPAl+; 4/11 (18.2%) cagA-/PAl+; 2/11 (18.2%) cagA-/cagPAl-. La
distribucién de las 25 cepas aisladas fue: 17/25 (68%) +cagA/+cagPAl; 6/25 (24%) cagA-
/cagPAl+; 2/25 (8%) cagA-/cagPAl-. Conclusiones: El patrén cagA+/cagPAl+ es el mas
frecuente entre los aislados de H. pylori de la poblacidn de estudio, lo cual es relevante por
la importancia que tienen estos factores de virulencia para la patogenicidad de la bacteria

y su asociacion con enfermedad.



2. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria que afecta a mas del 50% de la poblacion mundial. Su
importancia ha sido tal, que a menos de dos décadas de su descubrimiento rapidamente de
secuencio su genoma completo, se han descrito sus factores de virulencia y se acepta su
participacién en la causalidad de las gastritis, Ulcera péptica y cdncer gastrico. Se ha
postulado que la infeccidn se adquiere de manera temprana por diferentes vias como; oro-

oral, orogastrica y fecal-oral. (Rivas, et al, 2000)

Esta infeccidn causa gastritis en la mayoria de los pacientes infectados, aunque la mayoria
de ellos permanece asintomadtica, Torres et. al. 2000 menciona que la infeccidn no estd
asociada con sintomatologia especifica en nifios y que la enfermedad Ulcero-péptica es muy
rara en nifios menores de 10 aifos. Algunos de los sintomas mas comunes en nifios son dolor
epigdstrico, nduseas, vomito, con menos frecuencia y la aparicion de dolor abdominal
recurrente (DAR). Sin embargo, estd establecido que la infeccién esta asociada a ulcera
duodenal sin ser la causa en especifico. Ademas, esta infeccién incrementa el riesgo de
desarrollar cancer gastrico, siendo atipico en menores de 40 afios y sin desarrollo en nifios.

(Torres, et al, 2000)

H. pylori posee importantes factores de virulencia ampliamente descritos como CagA, laisla
de patogenicidad cagPAl, la citotoxina VacA, algunas adhesinas como BAbA, OipA vy
recientemente genes de la zona de plasticidad del genoma de Helicobacter pylori como

dupA, todos ellos estan involucrados en la patogenicidad de la bacteria.

Este trabajo se enfocé en la genotipificacidn de cagA y cagPAl en asilados clinicos de nifios.
El gen cagA (citotoxina asociada al gen A) codifica para la proteina oncogénica CagA, el gen
forma parte de la isla de patogenicidad denominada cagPAI, esta isla estd compuesta por

31 genes aproximadamente, los cuales codifican para un sistema de secrecion tipo IV.



3. MARCO TEORICO
3.1Caracteristicas microbioldgicas

H. pylori es un bacilo curvo Gram negativo mide entre 2-4 micrometros manteniendo una
forma helicoidal. También se puede encontrar en forma cocoide, esta morfologia se debe a
su largo tiempo en cultivo in vitro o cuando la cepa proviene de un individuo con largos
esquemas de tratamiento. Sin embargo, esta forma algunos autores la han considerado una

forma no viable. (Kusters, et al, 1997).

H. pylori tiene 2 a 6 flagelos unipolares, de 3 micrometros de longitud aproximadamente.
Estos flagelos le confieren motilidad a la bacteria y facilita el movimiento en soluciones
viscosas como el moco que se encuentra sobre el epitelio gastrico. En contraste a muchos
otros microorganismos gastrointestinales, estos carecen de adhesinas fimbriales (O'Toole,

et al, 2000).

Figura 1 Helicobacter pylori (Rivas et al, 2000)

La principal caracteristica de H. pylori es una bacteria microaerofilica, para su crecimiento
optimo requiere una concentracién de oxigeno de 2 a 5% y adicionalmente requiere de un
5 a 10% de dioxido de carbono y un alto grado de humedad. Aunque, en muchos
laboratorios se utilizan condiciones microaerofilicas estandar como 85% de nitrégeno, 10%
de diéxido de carbono y 5% de oxigeno. La temperatura puede variar entre 34 y 40 °C siendo
la dptima, para su crecimiento, de 37 °C. A pesar de que su habitad natural es el epitelio

gastrico, se considera que H. pylori es una bacteria neutrofilica. Esta bacteria puede

3



sobrevivir expuesta a un pH menor de 4, sin embargo, puede crecer en un rango de 5.5 a

8.0, siendo el 6ptimo el pH neutro (Scott, et al, 2002).

3.2 Cultivo

H. pylori es una bacteria fastidiosa debido a su complejo aislamiento in vitro, por los factores
de crecimiento requeridos para su mantenimiento en medios de cultivo. A menudo los
medios se suplementan con sangre y/o suero ya que aportan los nutrientes necesarios para
su crecimiento, ademas de proporcionar proteccion del efecto toxico de las cadenas de
acidos grasos. También se pueden implementar otros suplementos como la Beta-

ciclodextrina o el Iso Vilatex (Taneera, et al, 2002).

Comunmente se utilizan medios sélidos para el cultivo y aislamiento de la bacteria estos
pueden ser Agar Brucella o Columbia suplementados con un lisado de sangre de caballo o
cordero. De forma alternativa se puede suplementar con suero fetal bovino. Sin embargo,
para el primo aislamiento se recomienda incorporar al medio una combinacién de distintos
antibidticos como: Vancomicina, Trimetroprim, Polimixina B y Anfotericina B (Skirrow, et al,

1977).

Para el crecimiento en medio liquido usualmente se utiliza Caldo Brucella, Mueller Hinton
e Infusion cerebro-corazén (BHI). Todos suplementados con una concentracion de 2 a 10%

de suero fetal bovino 0 0.2 a 1.0% de Beta-ciclodextrina (Reynolds, et al, 1994).

3.3 Metabolismo

Gracias a estudios genéticos y bioquimicos se ha demostrado que H. pylori tiene rutas
metabdlicas muy reducidas y que carece de rutas biosintéticas para algunos aminoacidos.
Como consecuencia solo se puede cultivar en medios que contengan aminoacidos

adicionales como arginina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina y valina.

H. pylori es una bacteria ureasa, catalasa y oxidasa positiva, caracteristicas que son
utilizadas frecuentemente para su identificaciéon. También pueden metabolizar glucosa,

siendo este el Unico carbohidrato fermentable que puede utilizar.



Todos estos descubrimientos se han realizado gracias a estudios genéticos, especificamente
de la secuenciacion del genoma de H. pylori, asi como el estudio de los genes que lo

componen (Kusters, et al, 2006).

3.4 Evolucion y epidemiologia
La relacién entre H. pylori y los humanos comenzé hace 100,000 afios. Un estudio
filogenético predice que la bacteria se disemino desde el este de Africa al mismo tiempo

que el humano moderno (Linz, et al, 2007).

Por todo el mundo se han encontrado diferentes especies de Helicobacter en diferentes
mamiferos, ademas de los humanos. Por lo que se especula, esta bacteria es ancestral en
mamiferos y que los humanos fueron infectados por ancestros de las cepas modernas

(Cover, et al, 2009).

Las infecciones por H. pylori actualmente ocurre de manera mundial, aunque es mas
frecuente encontrarla en paises en vias de desarrollo, principalmente en comunidades con
nivel socioecondmico bajo. Otro factor importante es la migracién de personas
provenientes de lugares con alta prevalencia y su hacinamiento en comunidades distintas

(Torres, et al, 2000).

También se ha encontrado que la prevalencia de esta bacteria tiene un comportamiento
inversamente proporcional al nivel socioecondmico de la poblacidn, en paises desarrollados
la prevalencia es mas baja comparada con la encontrada en paises en vias de desarrollo

(Fiedorek, et al, 1991).

Estudios muestran que en paises subdesarrollados mas del 80% de la poblacién es positivo
a H. pylori incluso en nifios, principalmente estos porcentajes son encontrados en pruebas
seroldgicas. La prevalencia en paises industrializados generalmente se encuentra alrededor
de 40% y considerablemente baja en nifios y adolescentes comparados con adultos y

ancianos (Genta, et al, 2002).

Estudios sugieren que la infeccion ocurre principalmente en nifios y se incrementa con la

edad; se cree que el nucleo de la infeccidn es el hogar en los primeros 3 afios. La prevalencia



de la infeccion en diferentes poblaciones de nifios varia del 10 al 80%. Observandose bajas
prevalencias en paises de Norte América, Europa occidental, asi como en Japdn y algunos
paises asiaticos. En contraste se han encontrado altas prevalencias en Africa, India,
Bangladesh y Latinoamérica. Algunos factores de riesgo son: bajo nivel econdmico, alto
hacinamiento, historia de Ulcera en la madre, padres y hermanos infectados con H. pylori,
numero de nifios en casa, pobre estado nutricional, ausencia de agua potable y bafio o
letrina en casa, consumo de vegetales crudos, contacto con animales y asistencia a

guarderias (Torres, et al, 2000).

Esta bacteria ha sido muy estudiada, principalmente en adultos, sin embargo, en nifios los
estudios son muy escasos alrededor del mundo. En Irlanda se realizé un estudio de 1997 a
2001 donde se demostré una prevalencia en nifilos pequefios minima, del 12% (9/75). En
contraste a esto, en otro estudio realizado en Bangladesh, se demostré una gran
prevalencia en nifios, obteniendo un 47.5% (50/105) de nifios infectados en un periodo de

2 afios (Koriet, et al, 2018).

Prevalencs rangs (%) of H. pylor
Irfection In chiidren

>80

60 to 80
40 to 60
20 1o 40
10 to 20
01010
No data

Figura 2 Prevalencia de H. pylori en nifios en el mundo (Ortiz, et al, 2016)



3.5 Transmision y colonizacion

A lo largo del tiempo en que se ha estudiado la asociacion entre H. pyloriy la infeccién en
humanos, aln no se ha llegado a establecer un mecanismo de infeccién definitivo. Sin
embargo, se han postulado algunas rutas: gastro-oral y oral-fecal, posicionandose como las
primeras vias de infeccion (Feldam, et al, 1998). Otras rutas incluyen el consumo de aguay
alimentos contaminados, contacto con animales como gatos, perros y ovejas y el contacto
cercano con familiares infectados previamente. Sin embargo, no existe evidencia
contundente que afirme que estas vias son definitivas para contraer la infeccién (Dore, et

al, 2001).

3.6 Patologias

La infeccidn por H. pylori es un factor importante para desarrollar distintos desordenes
gastricos dependiendo de factores del hospedero, de la bacteria y del medio ambiente. La
infeccidn por H. pyloriinduce gastritis, ya que la bacteria se infiltra en la mucosa del epitelio,
comunmente en la regidn de cuerpo y antro del estdmago ocasionando un proceso crénico
de inflamacion. La historia natural de la infeccién se puede dividir en dos fases; en la fase
aguda en donde hay una proliferacion de la bacteria, ocasionando inflamacién y la aparicién
de algunos sintomas. Posteriormente disminuye la inflamacién y se establece la gastritis
superficial crénica difusa, en este momento el hospedero permanece asintomatico y asi

puede permanecer por décadas (Torres, et al, 2000).

Posteriormente si la infeccion no es tratada se desarrolla una cronicidad que puede
conllevar a ulcera gastrica o duodenal o bien cancer gastrico, esto dependera de la regidn
del estdmago en la que la bacteria tenga una mayor proliferacidn, si la bacteria prolifera
principalmente en cuerpo puede llegar a desarrollar cancer gastrico o ulcera gastrica.
Cuando se desarrolla en la regidon de antro la mayor afectacién que puede tener es la
aparicion de una ulcera duodenal. Sin embargo, la aparicion del cancer gastrico solo ocurre

en adultos (Bauer, et al, 2011).
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Figura 3 Patologias asociadas a la infeccidn por H. pylori (Bauer, et al, 2011)

3.7 Dolor abdominal crénico y su asociacién con H. pylori

El dolor abdominal recurrente (DAR) es un problema comun en el campo pediatrico, siendo
causa frecuente de atencion médica, tanto en areas de consulta ambulatoria como de
urgencias. Por lo general representa un reto de diagndstico dentro de la comunidad de
pediatras, gastroenterdlogos y cirujanos de nifios. Repercute en la atencidn hospitalaria por
varias razones, ocupacién de camas en urgencias, consumo de estudios y tratamientos

farmacoldgicos empiricos, muchos de ellos inefectivos.

El rol de H. pylori en la produccién de DAR de tipo organico es muy incierto y poco
especifico. Algunos de estos han aportado diferentes relaciones. Por ejemplo, en un estudio
basado en endoscopia se demostrd que la prevalencia es del 16.8% y otro en serologia
muestra una prevalencia del 53%. Sin embargo, es un hecho que H. pylori es causante de
ulcera duodenal en edades pediatricas, informando una relacidén que va del 90 al 100% de

los estudios realizados (Herbert, et al, 1999).



3.8 Genoma de Helicobacter pylori

Los primeros genomas secuenciados de H. pylori fueron obtenidos de las cepas 266697 y
J99. El tamafio del genoma es de aproximadamente de 1.7 Mpb, con una concentracién de
Citocina + Guanina que va del 30 al 40%. La cepa 26695 de H. pylori consta de 1587 genes
mientras que la cepa J99 contiene 1491 genes. Ambos genomas contienen dos copias de los

genes 16S, 23S y 55 rRNA (Heuermann, et al, 1995).

Se ha demostrado que H. pylori es genéticamente heterogénea, manteniendo una relacion
distante entre colonias. Esta heterogeneidad es debida a la respuesta de la bacteria ante las

condiciones gastricas y respuesta inmune del hospedero (Kuipers, et al, 2000).

La heterogeneidad de la bacteria tiene como consecuencia el reordenamiento del DNA de
tal forma que ocurre una insercién o eliminacién de secuencia de pares de bases. Por lo
tanto, suelen tener una concentracién de citocina + guanina, caracteristica que hace que
contenga regiones plasticas o mdviles en donde se pueden encontrar islas de patogenicidad
o genes asociados a virulencia los cuales desempefan un papel importante en la

patogenicidad de la bacteria (Kusters, et al, 2006).

3.9 Factores de virulencia

H. pylori presenta factores de patogenicidad que le permiten adaptarse al medio,
produciendo sustancias que neutralizan los acidos permitiendo que la bacteria permanezca

en el estdmago adherida al epitelio gastrico.

Se han propuesto varios factores de virulencia asociados a la enfermedad, como la isla de
patogenicidad cagPAl dentro de la cual estd presente el gen cagA el cual codifica para una
proteina considerada como oncogénica. Otros genes también se encuentran asociados a
virulencia tales como vacA (codifica para una citotoxina vacuolizante), babA y OipA (codifica
para adhesinas), entre otros como dupA y genes de la zona de plasticidad jhp0945, jhp0947
y jhp0949.

La presencia de ellos se ha asociado con el genotipo mas virulento de la bacteria ya que se

han observado asociadas este tipo de cepas a un mayor riesgo de enfermedad ulcero-



péptica, adenocarcinoma gastrico o linfoma tipo MALT, ninguno de ellos implica por si

mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto (Yamaoka, et al, 2010).

H. pylori tiene los siguientes productos bacterianos o estrategias que le atribuyen su

patogenicidad:

Ureasa: es la enzima mds abundante producida por H. pylori, su actividad depende del pH
alrededor de la bacteria. El habitat natural de la bacteria se encuentre por debajo de la capa
mucosa, donde el pH se aproxima a la neutralidad. Para protegerse del pH acido durante la
colonizacidn la bacteria acumula una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el espacio
peripldsmico y en su superficie. La ureasa es una metaloenzima que hidroliza la urea
presente en el estdmago en amonio y didxido de carbono. De esta forma el amonio
aumenta el pH, elevandolo hasta 6 o 7 neutralizando el acido clorhidrico del estdmago, esto
le propicia un microambiente que le permite sobrevivir mientras se mueve para llegar al

epitelio gastrico (Mobley, et al, 1996).

Flagelos: Le confieren una gran movilidad para colonizar la mucosa gastrica,
contrarrestando el peristaltismo y penetrando la capa de mucina secretada por las células
de la superficie. Ademas, la morfologia espiral de la bacteria facilita la movilidad en la
viscosidad del moco gastrico, ya que la bacteria produce una proteasa que digiere el moco,

lo que facilita su avance (Cervantes, et al, 2006).

Proteinas de membrana externa (PME): La adherencia de la bacteria a la mucosa gastrica
es fundamental para la colonizacién, ya que le confiere mecanismos de proteccién frente a
la acidez gastrica, ademas de minimizar el ser eliminada por el peristaltismo, el vacio
gastrico o el desprendimiento de la capa mucoide por regeneracién. Se ha demostrado que
existen cinco grandes familias de PME, como BabA, SabA, lipoproteina asociada a la

adherencia AlpA y AlpB, HopZ, Hpa, DupA, MAP (Cover, et al, 2006).

Bab-A (blood antigen binding adhesion): Esta adhesina interactta con las células epiteliales
a través de los antigenos de Lewis B de los grupos sanguineos ABO del humano. Aunque se
han identificado tres alelos bab (babAl, babA2 y babB), solo babA2 es funcionalmente

activo. Los estudios sugieren que la proteina esta involucrada en la glicosilacién de la
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mucosa del hospedero lo que le permite a la bacteria adaptarse para colonizar y persistir

(Paniagua, et al, 2009).

HpaA (Helicobacter pylori adhesin A): Es una de las principales proteinas de la membrana
externa de H. pylori, al igual que otras de ellas, actia como adhesina. Es un antigeno de
membrana que es reconocido por los anticuerpos humanos, por lo que puede ser usado en

los ensayos seroldgicos y para el desarrollo de vacunas (Asphaloum, et al, 2006).

SabA (sialic acid binding adhesion): Es una adhesina que se une a los receptores expresados
por el tejido gastrico inflamado. Ademas, es asociado al desarrollo de metaplasia intestinal,
atrofia y cancer gastricos. También, se pueden unir a neutrdfilos, estimulandolos para
inducir la produccién de especies reactivas de oxigeno, lo que causa dafio oxidativo en el

epitelio gastrico (Yamaoka, et al, 2008).

OipA: Es una proteina de membrana externa cuya funcién es la adhesidn. Esta asociada al
desarrollo de inflamacion géstrica y a una mayor aparicion de Interleucina 8 (IL-8) (Yamaoka,

et al, 2000).

Proteina activadora de neutroéfilos (NAP): Es codificada por el gen napA; tiene funcién de
bacterioferritina para captar los iones ferrosos libres intracelulares que pueden dafiar el
DNA de H. pylori protegiéndola del estrés oxidativo. Puede actuar como adhesina cuando
se secreta o se expresa en la superficie bacteriana, tiene afinidad por las ceramidas
presentes en las membranas plasmaticas celulares. Ademads, atrae neutréfilos a la zona
infectada para inducir la produccién de radicales libres de oxigeno que dafian la superficie

gastrica (Jung, et al, 2012).

Antioxidantes: La enzima superoxido dismutasa ayuda a la detoxificacion de los metabolitos
reactivos de oxigeno catalizando la transformacién del superdéxido en perdxido de
hidrogeno donde interviene la catalasa o peroxidasa transformando el perdxido de

hidrégeno en agua y oxigeno (Stent, et al, 2012).

Fosfolipasas: Degradan el complejo lipido-gluco-proteico de la capa de moco que cubre a

las células epiteliales gastricas y es el que aporta proteccion (Geis, et al, 1993).
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Citotoxina vacuolizante VacA: Es codificada por el gen vacA, se encuentra en todas las
cepas de H. pylori; induce la vacuolizacién, asi como multiples actividades celulares,
incluyendo la formacion de canales en la membrana, liberacién del citocromo C de la
mitocondria, lo cual induce apoptosis. La actividad vacuolizante solo se presenta en un 50
a 60% de las cepas a pesar de que todas contienen en el gen y dicha actividad es reversible

(Rhead, et al, 2007).

Estudios han demostrado que la bacteria se adhiere a las paredes gastricas y genera dicha
toxina, ocasiona la formaciéon de poros, por los cuales, ocurre un vaciamiento celular de
ureay aniones que requiere la bacteria para formar su microambiente. Existen estudios que
sugieren que la proteina ayuda a la persistencia por acciones de supresiéon inmunolégica
especifica, impiden la maduracion de fagosomas en los macréfagos, inhibiendo
selectivamente la presentacién antigénica de las células T y bloqueando su proliferacion.
Aunque no se tienen perfectamente definidos los mecanismos, contribuyen en la aparicion

de carcinogénesis gastrica (Yamaoka, et al, 1998).

Zona de plasticidad: Es una zona que en su mayoria alberga genes especificos de cepa, entre
estos genes se encuentra dupA (jhp0917-jhp0918), jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949.
Estos genes se han propuesto como marcadores de enfermedades gastrointestinales
debido a su prevalencia en aislamientos de pacientes con gastritis, ulcera duodenal y cancer
gastrico. Ademas, estan asociados con la induccidn de citosinas proinflamatorias por la via
de activaciéon NF-kB. La prevalencia de estos genes es variable entre las cepas de nifios y
adultos, asi como entre las cepas de diferentes regiones geograficas (Romo et. al. 2015;
Romo et al, 2018). El gen mas estudiado de esta zona es el gen dupA. Segun diversos

estudios este gen es asociado a la aparicién de ulcera gdstrica. (Boyanova, et al, 2010).
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3.10 CagA

La proteina CagA (Citotdxina asociada al gen cagA) es el factor de virulencia mas estudiado,
esta proteina es codificada por el gen cagA. Este gen se encuentra aproximadamente en el

~60% de los aislamientos de H. pylori.

Este gen forma parte de la isla de patogenicidad de H. pylori, la cual codifica para un sistema
de secrecién tipo 1V, cagA se utiliza como un marcador de la isla, de ahi el nombre de isla
de patogenicidad cagPAI. Hace algunos afios se consideraban cepas virulentas aquellas que
poseian este gen y esto dio a la clasificacion de cepas cagA+ y cagA-, ya que la presencia de
este gen juega un papel importante en el desarrollo de las gastritis atrofica, Ulcera péptica
y cancer gastrico. Actualmente se habla de cepas con mayor virulencia aquellas que poseen

la cagPAl y la presencia de este gen dentro de la isla (Figueiredo, et al, 2001).

El gen cagA contiene un extremo 5’ que estd altamente conservado y un extremo 3’ que es
variable. La region variable 3’ contiene un niumero de repeticiones de una secuencia de
aminodcidos por lo que cagA presenta variacidén de tamafo e influye en la patogenicidad

de las cepas consideradas como cagA+. (Reyes et al. 2007)

CagA es una proteina de 140 KD que contiene motivos de fosforilacidn tirosina (Glutamato,
Prolina, Isoleucina, Tirosina y Alanina, EPIYA) con el carboxilo terminal en la regién variable
de la proteina. Estos motivos se clasifican como EPIYA-A, -B, -C o —D y se distinguen seguln
sea la secuencia de aminodcidos que flaquean en los motivos EPIYA. La mayor parte de las
variantes de cagA alrededor del mundo son los motivos EPIYA-A y EPIYA-B, mientras que
EPIYA-C se han encontrado con mas frecuencia en regiones occidentales como Europa,
Norte América y Australia. El motivo EPIYA-D se encuentra exclusivamente en cepas de Hp
del este de Asia. Las cepas que contiene el motivo EPIYA-D inducen de manera significativa
mayor produccién de IL-8 en las células epiteliales gastricas comparada con cepas con

motivos PEIYA-A, -B o —C (Noto, et al. 2012).
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La proteina CagA con mas motivos EPIYA es mas frecuentes en cepas asociadas a casos de
gastritis atrofica y cdncer gdstrico lo que sugiere una asociaciéon entre el tamafo de la regién

variable 3’ de la cagA y el resultado clinico (Reyes, et al, 2007).

3.10.1 Prevalencia del gen cagA en nifios.

En nifios, el gen mas estudiado es cagA. La prevalencia de este gen, al igual que en los
adultos, varia dependiendo de la regién y pais. En paises de occidente el gen cagA se
encuentra en mas de la mitad de los aislados de H.pylori obtenidos de nifios sintomaticos.
Nombrando algunos paises, Polonia muestra una prevalencia de 60.8%, Eslovenia 59.6% y
Estados Unidos con una prevalencia de 70%. Aunque esto no es una regla, ya que en
Portugal se encontré una sorprendente prevalencia de 22.4%. En algunos paises de oriente
la prevalencia es mayor al 50%, por ejemplo, en Iran se reportan prevalencias que van de
60 al 70% y en Turquia son de 55 al 60%. Las prevalencias reportadas de algunos paises en
vias de desarrollo en América son altas, en Venezuela se reporta una prevalencia mayor al
70%, en Colombia y Brasil se reportan 66% y 75% respectivamente y en México la
prevalencia reportada fue del 63.3%. Los paises con mayor prevalencia son Corea con 94%,
China con 94.4% y Japon con 100%. Cabe sefialar que en esto paises la prevalencia es muy

similar entre nifios y adultos. (Sterbenc, 2019)
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Tabla 1 Prevalencia de cagA en nifios

Polonia 60.8
Eslovenia 59.6
E.U.A 70.6
Portugal 22.4
Iran 60-70
Turquia 55.6-61
Venezuela 73
México* 63
Colombia** 66.1
Brasil** 75
Corea 94
Japén 100
China 94.4

* también se reporta una prevalencia de cagPAl de 71.4%

** Los estudios fueron realizados en nifios asintomaticos



3.10.2 Mecanismo de accion de la proteina CagA en la infeccién y su relaciéon con el
Sistema de Secrecion Tipo IV (T4SS)

La proteina CagA es translocada a las células epiteliales gastricas a través del T4SS (sistema

de secrecion tipo 1V) el cual es codificado por la isla cagPAI (Cervantes, et al, 2016)

La exposicién apical de algunas moléculas de integrina Betal y fosfatidilserina estimulan el
pilus T4SS para inyectar CagA y peptidoglicano a las células epiteliales gastricas. La proteina
CagA inyectada provoca una ruptura de las uniones estrechas célula-célula y perdida de
polaridad de ellas, esto desencadena la activacién de NF-kB y la liberacidn de citocinas
proinflamatorias como IL-8. Estas citocinas pueden alterar la secrecién de moco e inducir
cambios en la secrecién de acido gastrico y la homeostasis. También atraen a las células
inmunitarias para infiltrarse desde el torrente sanguineo a la mucosa gastrica donde causan

un dafo sustancial en los tejidos del sitio de infeccién (Tegtmeyer, et al, 2011).

El blanco molecular de CagA mas estudiado es una fosfatasa SHP-2 (protein tyrosine
phosphatase). En el gen que codifica a esta proteina, se han encontrado mutaciones y
polimorfismos que estan relacionados con la carcinogénesis gastrica. La activacion de SHP-
2 por CagA contribuye a la proliferacién celular excesiva. Sin embargo, una variacién en el
numero de sitios de fosforilacién implica una distinta efectividad en su unién a SPH-2 vy, por

lo tanto, una activacién diferente (Cervantes, et al, 2016).

CagA puede inducir multiples vias para desencadenar la motilidad y el alargamiento de las
células, proliferacién celular, asi como inhibicién de apoptosis. La interaccion de cada una
de estas vias podria dar como resultado una desregulacidn sustancial y la transformacién
oncogénica de las células epiteliales gastricas. Actualmente se han identificado 9 factores
de las células del hospedero que actian con CagA en la fosforilacion: fosfatasa Shp-1,
proteinas Grb2, Grb7 y Crk, fosfoinositidil-3-cinasa, Ras GTPasa vy tirosincinasas; Csk, Src y
Abl. La obtencidon de CagA fosforilada ocasiona un rearreglo en las fibras de actina del
citoesqueleto ocasionando una deformacién y elongacidn de las células del hospedero que
en estudios in vitro se conoce como el fendmeno pico de colibri, en el cual las células sufren
una deformacidn adquiriendo esta forma. Sin embargo, no todas las interacciones de CagA
son dependientes de la fosforilacion, se han identificado 12 interacciones donde CagA no
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se encuentra fosforilada, estas interacciones inducen la disrupcion de las uniones celulares,
la perdida de la polaridad celular y la induccién de respuestas proinflamatorias y

mitogenicas (Figura4) (Tegtmeyer, et al, 2011).
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Figura 4 Mecanismo de infeccion H. pylori: disrupcién de la barrera epitelial y patogénesis
(Tegtmeyer, et al, 2011)

La Figura 4 muestra el proceso de la infeccién por Helicobacter pylori. (1) H. pylori expresa
adhesinas (BabA, BabB, SabA, AlpA, AlpB y OipA) para adherirse a la superficie celular (2) H.
pylori comienza a secretar factores de virulencia en el medio (3) que ocasionan una leve
ruptura de las uniones estrechas y adherentes en un punto temprano de la infeccién. (4) En
las células, VacA causa vacuolizacién celular, un marcador del proceso de ulceracion. (5)
Integrinas en la superficie celular (Betal) estimulan el T4SS para inyectar CagA vy
peptidoglicano en la célula. (6) uno de los objetivos de cagA es la disrupcién de uniones
estrechas y adherentes. (7) comienza la activacion de NF-kB (8) y la proliferacion de

citocinas proinflamatorias IL-8 (9) Estas alteran la secrecién de moco vy la secrecién de acido
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alterando la homeostasis, ademas de atraer células inmunes que se infiltran desde torrente
sanguineo a la mucosa gastrica (10) ocasionando dafio tisular en el lugar de la infeccién.
(11) H. pylori expresa numerosos factores para llamar células inmunes lo que ocasiona la
disrupcion de las uniones celulares, permitiendo el paso de la bacteria al espacio
intercelular. (12) De esta forma la bacteria accede a otras integrinas e inyecta CagA. (13) La
inyeccion de CagA a la célula puede inducir la disrupcién de uniones celulares (14) y la
perdida de polaridad. (15) finalmente CagA puede inducir multiples vias para alterar la
motilidad y elongacion celular (16), activar genes miogénicos, proliferacion celular (17) e
inhibir la apoptosis. El resultado de todo esto es una substancial desregulacién y

transformacién oncogénica de las células del epitelio gastrico.

3.11 Isla de Patogenicidad cagPAl

La isla de patogenicidad es un segmento de 40Kb con un contenido de G + C de 35%. La isla
tiene 27marcos de lectura abiertos, entre los que se encuentra el gen cagA. Los genes de
cagPAl no se expresan constitutivamente, si no que responden a sefiales ambientales y
estan regulados por diversos factores como: nivel del oxigeno, la osmolaridad, el pH vy la

presencia de acidos grasos volatiles de cadena corta (Olbermann, et al, 2010).

La cagPAI codifica un sistema de secrecion tipo IV (T4SS) que inyecta la proteina CagA 'y

peptidoglicano en las células epiteliales del hospedero.

Se ha demostrado que cagPAI codifica componentes funcionales del Sistema de Secrecién
Tipo IV (T4SS). Este sistema se representa como una aguja que sobresale de la superficie de
la membrana bacteriana y es inducida por el contacto con las células del hospedero para

inyectar factores de virulencia (Rohde, et al, 2003).

Ademas, se ha encontrado que Agrobacterium, Bordetella, Bartonella, Legionella,
Anaplasma y otros patédgenos mantienen un T4SS, sin embargo, el microorganismo que
guarda mas similitud con H. pylori es Agrobacterium, el cual se ha usado como modelo para

investigaciones en cuanto al T4SS.
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T4SS mantiene una conformacion tipica de 11 proteinas VirB (codificadas por los genes
virB1-birB11) y las llamadas proteinas de acoplamiento (ATPasa VirD4). Dentro de las
proteinas VirB se pueden dividir en tres categorias: A) Componentes de cuerpo o canal
putativo (VirB6-11). B) Componentes asociados al pilus (VirB2, 3 y5). C) Componentes
energéticos (ATPasas: VirB4 y VirB11). La VirB1 es una mureinasa encargada de la lisis de
mureina permitiendo el acoplamiento del T4SS en una determinada localizacion (Figura 5)

(Tegtmeyer, et. al, 2011).

Se han realizado estudios para identificar los genes indispensables para la produccion del
T4SS, dentro de estos se encuentra cagM, cagT, cagV, cagX, cag3, cagl y cagl, los cuales se
ha demostrado, participan en la produccidn del pilus del sistema de secrecion (Johnson, et

al, 2014).

Se ha propuesto un segundo modelo donde el apéndice del T4SS se encuentra unido con
proteinas conocidas como CagY en lugar de encontrarse con la proteina VirB5. Estas
proteinas son largas, aproximadamente de 205KDa, encontrdndose de forma
transmembrana. Teniendo en cuenta estos dos modelos no se puede llegar a una conclusién
definitiva, ya que no esta claro si el T4SS esta constituido por las proteinas VirB5 o por CagY

(Rohde, et al, 2003).

Por otro lado, también se han reportado modelos donde el pilus del T4SS se encuentra
rodeado de proteinas Cagl las cuales también interactian con la integrina B1 para inducir

la union con la célula del hospedero mediante un proceso de activacién de proteinas.

Sin embargo, no se encuentra totalmente claro la relacién que guardan CagY y Cagl con
CagA, pero, se ha demostrado que son importantes para el desarrollo de la infeccién ya que
una supresion de los genes que codifican para CagY y Cagl muestra una alteracién en la

funcién del T4SS (Figurab) (Jiménez, et al, 2009).
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Figura 5 Componentes del T4SS (Tegtmeyer et al, 2011)

En la figura 5 se muestra el modelo de ensamblaje estructural del T4SS en Helicobacter
pylori. Se ilustra un prototipo del mecanismo VirB/VirD4 del T4SS. El T4SS es un complejo
multiproteico, abarca el interior y exterior de la membrana de H. pylori y otras bacterias
Gram negativas. La proteina de acoplamiento VirD4 y los componentes estructurales (VirB1-
VirB11) son gradualmente requeridos para la secrecidn y son representados de acuerdo con
su funcidn propuesta. Un modelo de ensamblaje de T-pilus en Agrobacterium (Bacteria que
guarda una estrecha relacion con H. pylori en su T4SS) muestra una propuesta de
interaccidon secuencial entre VirB4-VirB8-VirB5-VirB2 conduciendo a la formacién de

complejos VirB2-VirB5. Al estar ensamblado el T4SS desencadena la secrecidn sustratos

citoplasmaticos de la bacteria dentro de la célula del hospedero.
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Figura 6 Modelo alternativo de ensamblaje del T4SS (Tegtmeyer, et al, 2011)

B) Modelo 1 del mecanismo de ensamblaje del T4SS en H. pylori asumiendo que todas las
proteinas VirB1-11 son codificadas por la cagPAl siendo un modelo similar al modelo de
Agrobacterium. En este modelo se reporta que los substratos del T4SS son CagA vy
peptidoglicano. C) El modelo 2 propone que se requieren las mismas proteinas VirB que en
el modelo anterior con una gran diferencia, que la superficie del pilus es conjugada con
moléculas de CagY. En contraste a VirB10 en muchos T4SS, 1aVirB10 de H. pylori (CagY) es
una proteina de aproximadamente 250kDa, siendo considerada como una proteina muy
larga con dos dominios transmembranales (TM1y TM2) que le otorgan una forma de hélice
en la superficie celular. Esta parte de la proteina es expuesta en el espacio extracelular y
transportada a la superficie del pilus por un trasportador y mecanismo que aun no se
conoce. Sin embargo, informacidn reciente ha demostrado que la terminacion carboxilica
de CagY se puede unir a los receptores integrina B. sin embargo el proceso de exposicidon

de CagY en espacio extracelular y el proceso de unién a la integrina es aun desconocido.
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4 JUSTIFICACION

La genotipificacidn de H. pylori es llevada a cabo con baja frecuencia, pero es importante
para identificar la virulencia de la bacteria y conocer si existe una asociacién entre la
presencia de los factores de virulencia cagA y cagPAl con la manifestacidn clinica del

paciente y, por lo tanto, dar un mejor y oportuno manejo de la infeccion.

5 HIPOTESIS
Las cepas de Helicobacter pylori presentan los genes cagA y la cagPAl como factores de
virulencia.
6 OBIETIVOS
6.1 Objetivo general
++ Determinar, mediante la técnica PCR punto final, los factores de virulencia cagPAl y
cagA en cepas de Helicobacter pylori, aisladas de nifios con manifestaciones
gastroduodenales.
6.2 Objetivos particulares
++ Realizar el diagnostico de H. pylori por cultivo y PCR punto final (genes ureCy 16S
RNA) a partir de biopsias gastricas.
+* Realizar la extraccion y cuantificacion de ADN en cepas de H.pylori.
+» Genotipificacion de cagA en cepas de H.pylori mediante PCR punto final

%+ ldentificacion de la cagPAl en cepas de H.pylori mediante PCR empty site
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7 METODOLOGIA

Homogenizar la biopsia
gastrica de 3 diferentes
regiones del estdmago
(antro, cuerpo e
incisura)

v

Obtencidn de cepa de H. pylori. Extraccion de DNA

VL v

Extraccion de DNA Reaccién de PCR para genes 16s RNAry
ureC para diagndstico de H. pylori.

v

Reaccién de PCR para gen cagA y
cagPAl para genotipificaciéon

Procesamiento de biopsia gastrica para primo aislamiento de H. pylori

1. Cada biopsia fue colocada en un tubo eppendorf con solucién salina fisioldgica al
0.9% vy transportada del area de endoscopia al laboratorio de bacteriologia
experimental en hielo, la biopsia fue depositada en un homogeneizador de vidrio
esmerilado para proceder a su disgregacion.

2. Se agrego aproximadamente 80ulL de solucién salina fisioldgica y homogenizo hasta
disgregar el tejido.

3. Se coloco de 30-50,, del homogenizado y deposito en una caja Petri de agar sangre

de carnero al 10% con y sin antibidtico.
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4. Se extendié el homogenizado en las cajas petri e incubar de 5-8 dias a 37°C y 9%CO;
5. Se traspaso todo el homogenizado restante a un tubo eppendorf para la extraccién
del DNA de biopsia gastrica.

Obtencion de cepa de H. pylori

1. Se reviso el crecimiento y determino si es positivo o negativo en un microscopio
estereoscopico.

2. Serealiz6 un sembrado masivo en cuadrantes de distintas colonias en una caja petri
de agar sangre al 10% y se dejo incubar a las mismas condiciones de primo
aislamiento.

3. Se revisé el crecimiento y se realizd tincion de Gram y pruebas bioquimicas
caracteristicas de H. pylori como ureasa y catalasa, las cuales fueron positivas.

4. Se realiz6 un sembrado masivo en dos cajas petri completas, para la obtencion de
biomasa.

5. La biomasa obtenida de dos cajas Petri se cosecho de la siguiente manera: el
crecimiento de una caja se congelo en 500ulL de caldo brucella al 18% de glicerol y
el crecimiento de otra caja se colocd en un tubo eppendorf con 500ul de solucién

salina fisioldgica al 9% para la extraccién de DNA de la cepa.

Extraccion de DNA de biopsia gastrica

1. Al homogenizado de biopsia gastrica se le colocd 500, de Buffer de lisis, (Tris. HCI
10mm pH8 + 0.1% sarcosina) 20y de Proteinasa K (10mg/mt) y 20w de Lisozima
(5mg/mL) @ 50°C durante 12 horas.

2. Seincubd la muestra a 95°C durante 5 minutos para la inactivacién de enzimas.

3. Se agrego 540, de Cloroformo-Fenol-Isoamilico, homogenizar en Vortex y
centrifugd a 14,000,pm por 10 minutos.

4. Se tomod fase acuosa (~400y) y se agregd el mismo volumen de Cloroformo

isoamilico, se homogenizo en Vortex y centrifugo a las mismas condiciones.
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9.

Se tomo fase acuosa (~300y.) y se agrego 1/10 de Acetato de amonio (3041) y 600,
de isopropanol frio.

Se mezcld por inmersién y se dejé en incubacién por 12 horas a -20°C.

Se centrifugd a 14,000pm por 10 minutos y se decanto

Se lavé el Pellet con 500.. de ETOH al 70% frio y se centrifugo a las mismas
condiciones por 13 minutos.

Se decantd y se secé el tubo para eliminar los restos de ETOH al 70%

10. Se hidrato el DNA con 100, de agua destilada, estéril y libre de nucleasas.

11. Se incubd a 55°C por 15 minutos y se guardd el DNA obtenido a -20°C.

Extraccion de DNA de cepa por Wizard® Genomic DNA purification kit

O N o kW NE

10.
11.
12.
13.

Se agregd 600y, de solucion de lisis al tubo con cepa y se mezcldé con micropipeta
Se incubd por 5 minutos a 80°C y posteriormente se enfrid.

Se agregd 3y de solucion de RNasa y se mezclé.

Se incubd a 37°C 60 minutos y se dejé enfriar.

Se agrego 200y, de solucion de precipitacion de proteinas y se mezclé en Vortex.
Se Incubd en hielo por 5 minutos

Se Centrifugd a 15000 rpm por 3 minutos

Se transfirid el sobrenadante a un tubo que contenia 600, de isopropanol frio y se
mezcld.

Se centrifugd a 15000 rpm por 3 minutos y se decantd el sobrenadante

Se agregaron 600, etanol al 70% frio y se mezclé.

Se centrifugd a 15000 rpm por 3 minutos

Se aspird el etanol y se dejo secar el pellet por 15 minutos

Se rehidrato el pellet de DNA con 100, de solucidon de rehidratacion y se dejé

incubar por 1 hora a 65°C
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PCR para identificar H. pylori en biopsia gastrica: Genes 16S RNAr y ureC

1. Serealizé un Master Mix multiplicando los volimenes por el nUmero de muestras

a realizar y se homogenizo en vortex.

Tabla 2 Volumen de reactivos para master mix 16sRNAr y ureC

Reactivos Volumen ,1
Buffer 10x 2.5
MgCl2 25mM 1.5
dNTPs 10mM 0.5
Primer 16sFy R 0.88
50mM
Primer ureCFyR 1.25
50mM
Taq Polimerasa 0.15
5U/ulL
H,0 Libre de 16.85
nucleasas para
ureC
H,O Libre de 17.59
nucleasas para
16s

2. Se agregd 1, de muestra DNA en microtubos.
3. Se agregé 24, del Master Mix en los microtubos con muestra.

4. Se realizd la reaccidon de PCR

Tabla 3. Condiciones de reaccién 16sRNAr y ureC

Paso Temperatura Tiempo
Hold desnaturalizar 94°C Smin
Desnaturalizar 92°C 30seg
Alinear 55°C 40seg
Extender 72°C 40seg
38 ciclos - -
Hold extender 72°C Smin

[Se entiende la palabra Hold como: mantener a una temperatura constante]
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5. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%

e La informacién técnica de los primers utilizados se encuentra en el apartado

de anexos.

e Para validar un resultado como positivo se debe de observar la aparicion de

una banda a 294 pb para el gen ureC 0 522 pb para el gen 16s.

PCR punto final para la identificacion del gen cagA y la isla de patogenicidad cagPAl
mediante PCR empty site (ver anexo)

1. Serealizd un Mdster Mix multiplicando los volumenes por el nimero de muestras

a realizar y se homogenizo en vortex.

Tabla 4 Volumenes para master mix cagPAl y cagA

Reactivos Volumen y
Buffer 10x 2.5
MgCl; 25mM 1.5
dNTPs 10mM 0.5
Primer Fy R 0.25
50mM
Taq Polimerasa 0.15
5u/uL
H,O0 libre de 18.85
nucleasas.

2. Se agrego 1y de muestra DNA en microtubos.
3. Se agregé 24 .. del Mdster Mix en los microtubos con muestra.

4. Se realizd la reaccion de PCR

Tabla 5. Condiciones de reaccidon para la isla de patogenicidad cagPAl

Paso Temperatura °C Tiempo
Hold desnaturalizar 98 S5min
Desnaturalizar 94 Lmin
Alinear 57 Lmin
Extender 72 Lmin
35 ciclos - -
Hold extender 72 6min
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Tabla 6. Condiciones de reaccidn para el gen cagA

Paso Temperatura Tiempo
Hold desnaturalizar 94 S5min
Desnaturalizar 94 Lmin
Alinear 52 Limin
Extender 72 Limin
38 ciclos - -
Hold extender 72 6min

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%

e Lainformacidn técnica de los primers utilizados se encuentra en el apartado
de anexos.

e Un resultado fue considerado como positivo, para la isla de patogenicidad
cagPAl, cuando se encuentra ausente la banda de amplificacién de360pb ya
que se realizé PCR empty site, (ver anexo) en caso de no encontrarse la isla de
patogenicidad debe encontrarse una banda de 360pb. Para validar nuestros
resultados utilizamos una cepa control positivo tanto para el gen cagA como
para la cagPAl, esta fue la cepa ATCC hp J99 (contienen tanto cagA como
cagPAl) y cdmo control negativo la cepa hp 251 (no contiene cagA ni la isla de
patogenicidad cagPAl).

e Unresultado positivo para el gen cagA, fue observar la apariciéon de una banda
a 349 pb. Se utilizaron las mismas cepas control que para cagPAl como se

mencionad.
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8. RESULTADOS
Durante un periodo de un afio se diagnosticaron 84 pacientes sintomaticos a H. pylori, de
ellos 39 (46.4%) fueron positivos por cualquiera de los métodos de diagndstico utilizados,
PCR o cultivo en al menos uno de los sitios del estdmago (antro, cuerpo o incisura) , de estos
solo 11 (13.1%) pacientes fueron positivos tanto por PCR como por cultivo.

Tabla 7 Diagnéstico de H. pylori en biopsias gastricas de nifilos con manifestaciones
gastroduodenales.

Numero total de pacientes estudiados
n=384
Negativos Positivos solo Positivos solo Positivos por Total
n (%) por PCR por cultivo PCRy cultivo
n (%) n (%) n (%)
45 (53.5) 28 (33.3) 0(0) 11 (13.1) 84

Tabla 8 Frecuencia de H. pylori por region del estdmago

Numero total de pacientes estudiados
n=84
Pacientes positivos a H. pylori distribuidos por regién del estdmago
PCR PCRy cultivo
28 (100%) 11 (100%)
Antro=1 (3.6%) Antro=0 (0)
Cuerpo= 3 (10.7%) Cuerpo=0(0)
Incisura= 0 (0%) Incisura= 1 (9.1%)
Dos regiones= 3 (10.7%) Dos regiones=5 (45.45%)
Tres regiones= 21 (75%) Tres regiones= 5 (45.45%)
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Resultados de genotipificacion de cepas

De los 11 pacientes se obtuvieron 25 cepas de diferentes regiones del estémago (antro,

cuerpo e incisura) para su genotipificacion.

Tabla 9 Resultados de genotipificacion de cepas de H. pylori

Paciente

Region

PAI

cagA

A

Antro

+

Incisura

Cuerpo

+

Incisura

Antro

Cuerpo

Incisura

Antro

Cuerpo

Incisura

Incisura

+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+]|+]|+

Cuerpo

Incisura

Antro

Cuerpo

Incisura

Cuerpo

Incisura

Cuerpo

Incisura

Cuerpo

Incisura

Antro

Cuerpo

Incisura

+ |+ [+ |+ |+ ]|+ |+]|+|+]|+]|+]|+]|+

En la tabla 6 se muestran los resultados de genotipificacién del gen cagA vy la isla de

patogenicidad cagPAl. (+) y (-) significa presencia y ausencia respectivamente del factor de
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virulencia. En algunas regiones se muestra la presencia de ambos factores de virulencia
(+)(+), en otros la presencia de uno (+)(-)y en otros la ausencia de ambos factores (-)(-),
mostrando los 3 tipos de resultados posibles respectivamente. Ademads, se encontraron
patrones mixtos de cagPAl (verde) y cagA (Naranja) dentro de un mismo paciente,
evidenciando la presencia de infeccién mixta, es decir, distinto genotipo dentro de un

paciente.

Figura 7. Resultados en gel de agarosa para la identificacion de la isla de
patogenicidad cagPAl y el gen cagA.

20085
200pb
100pb

PCR de gen cagA e isla de patogenicidad cagPAl. La figura 1 muestra los genotipos de
algunas cepas de este estudio: Panel A. PCR empty site de Isla de patogenicidad cagPAI.
Panel B. PCR punto final de gen cagA. Marcador de peso molecular 100pb (M); Control
positivo cepa J99 (C+); control negativo cepa 251 (C-); cepa con presencia de isla de
patogenicidad cagPAl y presencia de gen cagA (+/+); cepa con presencia de isla de
patogenicidad cagPAl y ausencia de gen cagA (+/-); cepa son ausencia de isla de

patogenicidad cagPAl y ausencia de gen cagA (-/-) blanco (B)
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Tabla 10. Frecuencia genotipica de los 8 pacientes con patron Unico.

cagA + 6/8 (75%)
cagA - 3/8 (37.5%)
cagPAl + 8/8 (100%)
cagPAl - 0/8 (0%)
cagPAl+/cagA+ 6/8(75%)
cagPAl+/cagA- 2/8 (25%)
cagPAl-/cagA- 0/8 (0%)

El genotipo mas frecuente es cagPAl+/cagA+ con un porcentaje mayor al 50%

Tabla 11 Frecuencia de cagA y cagPAl en 11 pacientes en al menos una region del

estdmago
Gen Frecuencia
cagA 8/11(72.7%)
cagPAl 11/11(100%)
cagPAl+/cagA+ 8/11(72.7%)
cagPAl+/cagA- 4/11 (36.4%)
cagPAIl-/cagA- 2/11(18.2%)

Se observa que todos los pacientes estan infectados con cepas que contienen cagPAl y

mas del 50% contienen cagA.

Tabla 12 Frecuencia de cagA y cagPAl en 25 cepas aisladas de 11 pacientes

cagA 17/25 (68%)
cagPAl 23/25 (92%)
cagPAl+/cagA+ 17/25 (68%)
cagPAl+/cagA- 6/25 (24%)
cagPAIl-/cagA- 2/25 (8%)

Se observa que la infeccion con el genotipo cagPAl+/cagA+ es el mas frecuente.




9. ANALISIS DE RESULTADOS.

La prevalencia de infeccion de Hp en nifos alrededor del mundo es variable; estudios
reportados en paises de Europa muestran que en Bélgica la prevalencia es de 11%, en
Portugal 66.2% y en Irdn 50.0%. (Leonardo H. et. Al. 2014). En Brasil y China se reporta una
prevalencia que va del 20 al 40% En paises desarrollados como E.U.A, Canada e Inglaterra
la prevalencia reportada es de 0.1-10%. (Ortiz et. al 2016) En paises centroamericanos las
prevalencias reportadas van del 60-80%, también paises que reportan una prevalencia de
60-80%, se encuentran en el continente asiatico, especificamente India y Kazajistan y el
Unico pais que reporta una prevalencia mayor a 80% es la Republica democratica del Congo
en Africa. (Ortiz et al, 2016). En México un estudio realizado en el afio 2006 encontré una
prevalencia del 18 al 25% por serologia buscando antigeno en heces (Calva R. et al. 2006)
Sin embargo uno de los estudios mas importantes en México realizado por el Dr. Javier
Torres demostrd, por medio de estudios inmunoldégicos, que el 20% de los ninos en México
se encuentra infectado desde la edad de un afio y que a la edad de 10 afios la prevalencia
de nifios infectados es del 50% observandose una tendencia positiva conforme la edad
aumenta (Torres et al. 2005) En este estudio se encontrd una prevalencia de 46.4% de
pacientes infectados, diagnosticados por cultivo o PCR. La prevalencia depende de factores
como la ubicacién geografica y la situacidn socioecondmica del pais. Por ejemplo, en paises
desarrollados como E.U.A o Inglaterra mantienen una prevalencia baja, paises en vias de
desarrollo como México, Brasil y Centroamérica reportan prevalencias altas, mas del 50%
pero normalmente son por métodos no invasivos. Lo relevante en este estudio son tres
puntos, el primero es que la prevalencia obtenida fue por PCR y cultivo, considerado este
ultimo como el estdndar de oro del diagnéstico de esta bacteria; otro punto es la
identificacion del sitio de infeccidn, antro, cuerpo e incisura, normalmente se busca H. pylori
solo en antro y cuerpo, sin embargo, pudimos observar que la regién de incisura puede ser
colonizada también por esta bacteria; y el tercer punto a destacar es que la poblacién
estudiada es sintomatica a diferencia de la mayoria de estudios que reportan prevalencia

en base a seroprevalencia principalmente en poblaciones asintomaticas.
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Dentro de los factores de virulencia de H. pylori mas importantes se encuentra la isla cagA
PAI, en este estudio encontramos que todos los pacientes estudiados contienen la isla de

patogenicidad cagPAl en al menos un aislado.

Comparando esta prevalencia con informacidn pediatrica las prevalencias varian entre 30y
80% aunque otros autores han encontrado valores mas altos los cuales van del 76 al 82%.
(Alarcon. 2000). Una prevalencia de 63.3% se ha encontrado en aislados de nifios, sin
embargo, este resultado corresponde a una region del estdmago ya sea antro o cuerpo

(Romo et al, 2015).

Por otro lado, la prevalencia del gen cagA fue del 68%. Un trabajo importante en México
realizé un estudio comparando la frecuencia entre cepas cagA positivas en niflos con dolor
abdominal recurrente y adultos con y sin Ulcera péptica, utilizando diferentes sets de
primers, el set con mayor cantidad de nifos positivos dio como resultado 16 de 34 (47%) en
adultos 17 de 19 (89%) sin ulcera péptica y con Ulcera péptica 30 de 37 (81%) (Gonzélez et
al. 2000) corroborando asi su frecuencia alta en adultos con manifestaciones
gastroduodenales. En comparacion con otros estudios en poblacion infantil podemos
observar que mas del 50% de los aislados en nifios tienen este gen al igual que lo que se
presenta en adultos. El comportamiento de cagA no es homogéneo entre los aislados de
diferentes regiones geograficas, por ejemplo, un estudio reporto una prevalencia del 91%
en México (Ortiz et al. 2016), en Polonia se encontré una prevalencia de 60.8% y mas
recientemente de 50%, en Brasil una prevalencia de 29.6%, en Gambia se reporta 61% y en
Iran 46.5%. Por lo que se puede inferir que la prevalencia de cagA alrededor del mundo es
dependiente tanto de la zona geografica como de la situacidén socio econdmica. (Ortiz et al.

2016)

El genotipo predominante fue cagPAl+/cagA+ presente en el 72.2% de los pacientes
infectados, lo que indica que la mayoria de los pacientes presenta una infeccidén con cepas
de Helicobacter pylori que contienen estos importantes factores de virulencia, esto puede
ser un factor de riesgo para el individuo, sin embargo, hay que considerar algunos factores

importantes como la respuesta del hospedero a la infeccidn y si la presencia de la isla de
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patogenicidad es funcional, es decir si el identificar la presencia de la isla no es suficiente ya
que no sabemos si contiene todos los genes que integran la maquinaria funcional de la isla
gue hace que la proteina CagA sea translocada a la célula epitelial, también se debe
considerar dentro del gen cagA los motivos EPIYA que presenta, lo que haria en conjunto
hablar de una cepa con potencial para causar dafo o solo tiene estos factores de virulencia
pero no la isla funcional o bien que la proteina CagA no se expresa, lo cual seria interesante
explorar en esta poblacién. Estos dos aspectos son los que podrian explicar porque la
prevalencia de estos genes en nifios es parecida a la de los adultos y porque en ellos no
causa un dafio mayor en la mucosa, aunque hay excepciones, ya que se puede encontrar en
algunos casos lesiones epiteliales importantes aun en nifios, pero no con la frecuencia que

se presenta en adultos.
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10. CONCLUSION

La prevalencia de H. pylori en nifios con sintomatologia gastroduodenal fue de 46.4%, vy el

68% de las cepas aisladas presentaron un genotipo cagPAl+/cagA+.
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11. ANEXOS

Tabla 13 Descripcion de oligonucleétidos utilizados en la PCR

GEN NOMBRE DEL OLIGONUCLEOTIDO DE PCR PRODUCTO | REFERENCIAS
GEN (pb)
ureC GLMHP_F UreC | 5 AGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 3’ 294 (Lu, et al, 1999)
GLMHP_R UreC 3" AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 5’
16S RNAr 16sHP522 F 5" TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG 3’ 522 (Peek, et al,
16sHP118_R 3" GCTAAAGAGATCAGCCTATGTCCS’ 1995)

cagPAl PAIF 5" ACATTTTGGCTAAATAAACGCTG 3’ 360 (Akopyants,
PAIR 3" TCATGCGAGCGGCGATGTG 5° et al, 1998)

cagA cagASF 5" GATAACAGGCAAGCTTTTTGAGG 3’ 349 (Tummuru, et

cagA5R 3" CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG 5’ al, 1993)

Identificacion de la cagPAI mediante PCR empty site

Para la deteccién por métodos moleculares de la isla de patogenicidad de H. pylori se realiza
por medio del método, PCR empty site (sitio vacio), la cual consiste en realizar la reaccién
de PCR con la utilizacién de oligonucledtidos disefiados a partir de genes que flaquean la
secuencia de interés (Isla de patogenicidad) estos genes son Hp0519 al Hp0549, cuando la
cagPAl no se encuentre en medio de estos dos genes la reaccién se puede llevar acabo
dando un producto de amplificacion de 550pb interpretandolo como ausencia de la isla de
patogenicidad. Sin embargo, cuando la cagPAl se encuentra inserta entre estos genes la
amplificacién no se lleva acabo y la interpretacién es: ausencia del producto de
amplificacién significa presencia de la isla de patogenicidad. El tamafio del producto de
amplificacién dependera del disefio de los primers.

-40000bp
cag pathogenicy istand

hypothetic probesin glutamaie racemase
Hp0518 HpDi540
- -
Fonsard Heverse
primer primer
|
1
550bp

Figura 8. Esquema de PCR empty site (Perez-Perez et al. 2018)

37




Abreviaturas

w 0 N o U b W NoE

N T T
w N Bk O

BabA: Adhesina de unidon a antigeno de grupo sanguineo

BHI: Infusidn cerebro corazén

CagA: Citotoxina asociada al gen cagA

cagPAIl: isla de patogenicidad de genes asociados a citotoxinas
C.l.: Células inmunes

DAR: Dolor abdominal recurrente

Hp: Helicobacter pylori

HpaA: Adhesina Helicobacter pylori A

NAP: Proteina activadora de neutrofilos

. OipA: Proteina inflamatoria externa A
. pb: Pares de bases
. SabA: Adhesina de unién al acido sialico

. VacA: Citotoxina vacuolizante
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