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RESUMEN

Helicobacter pylori es el agente etioldgico de la Ulcera péptica y es factor de riesgo para el
desarrollo de adenocarcinoma y linfoma gastrico. Un factor de virulencia importante es la
produccion de la citotoxina vacuolizante, responsable de la formacion de vacuolas en la
celula epitelial gastrica. La citotoxina vacuolizante es codificada por el gen vacA el cual
presenta gran variabilidad, clasificando a su secuencia senal en tres familias (s1a, s1by s2) y
en dos a la region media (m1y m2). Objetivo: En este trabajo se determind la diversidad
genética de! gen vacA de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedad
acido-peptica y su asociacién con la actividad citotoxica en células HelLa. Métodos: Se tipificd
el gen vacA de 400 cepas aisladas de tres grupos de pacientes (ulcera duodenal, ulcera
gastricay gastritis) por la reaccion en cadena de la polimerasa e iniciadores especificos para
cada una de las familias del gen, se valoro la actividad citotdxica en ensayo de células Hela
y se realizd la secuenciacion de la secuencia sefial de ocho cepas y de ia regién media de
otras cuatro. Resultados y conclusiones: Ei 60% de los pacientes presentaron infeccion
multiple con genctipos diferentes de vacA. El alelo s1b/m1 fue mas frecuente en nuestros
pacientes. El analisis de las secuencias de nucledtidos de la region secuencia sefal
determind otro tipo de familia que se denomind s1d. El tipo de alelo de vacA no tuvo relacion

con la actividad citotéxica y el cuadro clinico del paciente.



ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is the main cause of ducdenal and gastric ulceration and is an
important risk factor for the development of distai gasiric adenocarcinoma and gastric
lymphoma. However, most people infected with H. pylori do not develop these conditions in
their lifetimes. One factor that affect who develops disease is bacterial virulence. Two
bacterial virulence determinants linked with disease are the possession of a pathogenicity
island, for which the gene cagA (cytotoxin-associated gene A) is a marker, and production of
a cytotoxin which induces vacuolation of cultured epithelial cell in vitro. Although all H. pylori
strains possess the gene encoding the cytotoxin, vacA only about 40% of U.S. strains
express Hela cell vacuolating activity in vitro. Analysis of vacA from different U.S. strains
shows that alleles differ, particularly in their midregions, and these alleles may be one of two
types (m1 or m2). The alleles in their signal sequence regions also differ, and there may be
one of three types (s1a, s1b or s2). All combinations of vacA signal sequence and midregions
allele types have been described except s2/m1. In a U.S. study, the vacA genotype was
associated with cytotoxin activity in vitro (s1a>s1b>s2 and m1>m2) and with peptic ulceration
{sta>s1b> or s2). Other preliminary studies have supported the finding that vacA s2 strains
are rarely associated with ulcer but have also found that such strains are uncommon in many
populations.

H. pylori virulence determinants have not previously been studied in detail in Latin Americans
with H. pylori infections. In this study we aimed to assess the vacA and cagA genotypes of H
pylori strains infecting Mexican patients. We characterized the vacA (vacolating cytotoxin
gene A) and cagA (cytotoxin-associated gene A) types of more than 400 single-colony
isolates from 20 patients in Mexico City. For 17 patients H. pylori strains of two or more

different vacA genotypes were isolated from gastric biopsy specimens, indicating infection
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with two or more strains of H. pylor. The most frequent vacA genotype was s1b/m1. vacA
diversity was more marked than that described previously, in that isolates from seven patients
had untypeable vacA midregions and isolated from nine patients had type s1 signal sequence
coding regions with could not be further subtyped. Previously undescribed vacA s2/m1 strains
were found in five patients. All patients were infected with cagA-positive strains, but
occasionally, these coexisted with small numbers of cagA-negative strains. We made the
sequencing of untypeable vacA signal sequence and midregions strains and found that these
strains presented several base-pairs substitutions within the binding site for each s1a, s1b or
s2 specific sense primer. With the sequence analysis of the Mexican strains we detected a
new signal sequence family that called s1d. In conclusion, coinfection with multiple H pylori
strains is common in Mexico, and vacA in these strains is genetically more diverse than has

been described in other populations.



INTRODUCCION

1.1Etiologia.

Helicobacter pylori conocido con anterioridad como Campylobacter pylori o pyloridis fue
aislado por primera vez de humanos en 1982 (98). Esta bacteria coloniza el estémago del
hombre, permaneciendo en la mucosa gastrica por afios o décadas. Las personas infectadas
con este organismo tienen una inflamacion crénica superficial difusa que involucra tanto al
antro como al fondo gastrico; la asociacion de H. pylori con diferentes patologias gastricas es

altamente significativa *'%1217:20:4267.84

H. pylori es un microorganismo gram-negativo, curvo, espirilado, que mide

aproximadamente 3.5 por 0.5 micrédmetros, posee muitiples flagelos en uno de sus polos (de

5 a 6) lo que lo hace altamente mévil '

. Para su crecimiento en el laboratorio se requiere
de condiciones de microaerofilia (10% de CQO;) y medios artificiales ricos en nutrimentos
como; peptona triptona, extracto de levadura, glucosa, y sales como cloruro de sodio y

bisulfito de sodio '

, suplementados con sangre de caballo, polienriquecimiento, suero fetal
bovino (SFB) o ambos. Su caracteristica bioquimica mas sobresaliente es la abundante
produccién de la enzima ureasa, que cataliza la hidrdlisis de la urea en amonio y bidxido de
carbono; la produccion de amonio es un mecanismo importante para la sobrevivencia de la

bacteria en un ambiente con pH tan acido, presente en el jugo gastrico 78
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En la actualidad se reconoce a H. pyfori como el principal agente etiologico de la gastritis
atrofica cronica tipo B; se considera que tiene una participacion importante en la patogénesis

4,12,20,34,36,41,67,79,99

de la ulcera péptica y ultimamente se le ha consideradc como un

cancerigeno de primer orden para el desarrollo de adenocarcinoma y linfoma primario de

estémago 10,121 7.20.35,42.62,99.

1.2 Epidemiologia.

Los estudios epidemioldgicos han mostrado que la infeccion por H. pylori esta
presente en la poblacidn mundial 'S Sin embargo, la incidencia de la infeccién entre paises
desarrollados y en vias de desarrolio es significativamente diferente. Por ejemplo, en los
Estados Unidos la incidencia anual de infeccion ocurre entre el 0.5% y el 1% para menores
de 10 anos y la infeccién aumenta hasta en un 50% en adultos, con un promedio de edad de
60 afios #*¥%78 por otro lado, se ha observado que entre el grupo de afro-americanos,
hispanos e indios nativos de ese pais, la infeccion por €l microorganismo se presenta en
edades tempranas y la transmision intrafamiliar es alta, observandose una asociaciéon con

bajo nivel sociceconémico, practicas de higiene deficientes y hacinamiento *°.

Por el contrario, se estima que en los paises en desarrollo la mayoria de las personas
(el 80% aproximadamente) se infectan con H. pylori a una edad promedio de 10 afios;

fenémeno que al parecer esta relacionado con los factores anteriormente sefialados '>%.
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En paises de Latinoamérica como Costa Rica y Brasil se reporta una incidencia anual
de 45 enfermos de cancer gastrico asociado a H. pylori por cada 100 000 habitantes. En
algunos paises como en México se han observado regiones de mayor riesgo, como las
zonas altas del estado de Chiapas donde existen grupos indigenas que presentan una alta

2 En un estudio

incidencia de cancer gastrico asociado al microorganismo
seroepidemioldgico realizado en 1997 se trabajé con un banco de sueros representativo de la
poblacion de todos los estados de la Republica Mexicana (11,605 sueros) procedentes de
personas cuya edad fluctud entre 1 a 90 anos 9 Los resultados mostraron que el 20% de los
nifios de 1 afo de edad presentaban anticuerpos contra H. pylori y que la seropositividad
aumento hasta un 50% en los nifos de 10 afos de edad, lo que indicaba que la infeccion por
el microorganismo en nuestro pais se adquiere a edades tempranas. La taza de
seropositividad fue aproximadamente del 5% anual durante los primeros 10 arios de la vida y

aumentd en un 80% en los adultos jovenes entre los 18 y 20 afios de edad .

En la actualidad no se conoce un reservorio no humano, lo que hace suponer que la
infeccion es especifica para el hombre, aunque se ha documentado la infeccion experimental
por H. pylori en primates '** los cuales desarrollan un cuadro clinico de gastritis y Ulcera
muy parecido al del humano. Los mecanismos especificos de transmision de la bacteria
siguen sin determinarse, pero por lo comun de la infeccion y su amplia distribucion se postula

que ocurre de persona-persona, por las vias oral-oral y oral-fecal 13,

H. pylori es el agente etiologico en un 70% a un 80% de la forma mas comun de
inflamacién gastrica crénica denominada gastritis atréfica cronica tipo B 7+!112203438:4287.70 o
enfermedad involucra el antro y el fondo del estdmago, con una imagen histoldgica que

incluye con frecuencia infiltrado de linfocitos, células plasmaticas y algunos eosindfilos; este

12



. . .. 6
proceso inflamatorio al parecer es mas importante en el antro que en el cuerpo 368880 .

pylori coloniza la mucosa gastrica permaneciendo por afios e incluso por décadas en la

mayoria de los casos °'

., con minima sintomatologia para el paciente. Sin embargo en
algunos casos se han descrito cambios morfoldgicos importantes en mucosa gastrica que
van desde un proceso inflamatorio leve, hasta el desarrollo de una gastritis que evoluciona a
una Ulcera, con lesiones atroficas que pueden terminar en metaplasia, displasia y finalmente

en un adenocarcinoma 6,7,10,17,20,34,36,42,52,63,75,87

1.3 Patogenesis.

A pesar de la alta incidencia de Ia infeccién por H. pylori a nivel mundial, no todas las
personas infectadas por esta bacteria desarrollan una enfermedad, al parecer el tipo de cepa
bacteriana que se encuentra colonizando la mucosa gastrica tiene una funcion determinante
en el desarrollo de la enfermedad 397:8.1836448188.39103 g han propuesto varios mecanismos
de virulencia para H. pylori uno de ellos es la produccion de ureasa 22%39°0907 Fgtq
enzima se caracteriza por tener un peso molecular de 550 kDa y esta formada por dos
subunidades UreA y UreB; es una de las proteinas més abundantes, ya que constituye el 5%
del total de proteinas que origina el microorganismo. La ureasa hidroliza la urea, necesita
que dos iones de nickel (Ni2+) se fijen en su sitio activo redituando amonio y bidxido de
carbono. El amonio es un agente neutralizante del acido hidroclorhidrico del estomago, que
ocasiona transitoriamente aclorhidria con un pH gastrico neutro. Este proceso permite que H.
pylori se mueva rapidamente y atraviese la capa de moco para llegar al epitelio gastrico

32,60

35880 Estudios con cerdos gnotobiontes indican que cepas mutantes de H. pylori que
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son incapaces de producir ureasa, pierden la habilidad de cotonizar el estdmago, lo que
sugiere que la produccion de ureasa participa en la colonizacion de la mucosa gastrica y en
la sobrevivencia del microorganismo en el pH acido del estdmago. Mas aun, la ureasa per se
y el amonio como producto final del desdoblamiento, tienen una funcién importante en la
inflamacién induciendo la respuesta inmune, ya gue el amonio actia como factor
quiomiotactico que activa a los mondcitos y leucocitos polimorfonucleares para liberar
citocinas y ocasiona una respuesta inflamatoria localizada con dafio de!l tejido del epitelio

gastrico >85880

Otro factor de virulencia es el lipopolisacérido (LPS) que posee en su antigeno “O" los
carbohidratos de Lewis "x" (Le*) o Lewis *y" (Le") o ambos 28329888 En yn trabajo reciente
se demostrd que la estructura del LPS de la cepa NCTC 11637 es similar al antigeno Lewis
“X", presente en el grupo sanguineo tipo O 2 y en la superficie de las células epiteliales

i, N 1

gastricas "'***2 g cepa MO19 tiene un LPS tipo Lewis “y” ' y la cepa P 466, expresa tanto
Lewis “X” y Lewis “y" . Los niveles de expresién de estos antigenos (Le) son diferentes entre
cepas y muestran variacion de fase estimulada por el tipo de antigeno de Lewis que se
exprese en la superficie de las células epiteliales '28*2%%7 | o5 antigenos Lewis son
glicoconjugados con diferente numero de residuos de fucosa y pueden ser de 4 tipos: Le?,
Le®, Le* y Le' (Figura 1). Los antigenos Lewis tienen una participacion dual en la
patogénesis; (i) por un lado, producen un mimetismo molecular, que posiblemente ayuda al
microorganismo a evadir la respuesta inmune en el momento de la colonizacidn en el
estdmago y con ello favorece su permanencia por tiempo prolongado en el nicho gastrico
8.58.60.86.76 \ (ji) por el otro la induccién de una respuesta autoinmune contra los antigenos
Lewis que expresa H. pylori y que son compartidos por las células eucariotas contribuyendo

al dafio directo o indirecto 38586876
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Figura 1. Variacion de fase del lipopolisacarido de H. pylori (el antigeno de Lewis variante 2b)
que por condiciones quimicas o fisicas éste puede variar al tipo 1, 1b y 1c dependiendo de la
ganancia o perdida de residuo(s) de fucosa.
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Aproximadamente el 60% de las cepas de H. pylori producen proteinas codificadas
por genes localizados en una isla de patogenicidad denominada cag (PAl-cag)
8.16,19.35.40.445080 g4ta jsla tiene un tamafio aproximado de 40 kb, con alrededor de 40 genes.
PAl-cag presenta caracteristicas similares a las de otras islas de patogenicidad encontradas
en E. coli, Salmonella y Yersinia. Las caracteristicas de ia isla de patogenicidad de H. pylori
394480 5on |as siguientes: (i) el contenido de G+C varia de 35% para la PAl-cag y de 39%
para el cromosoma bacteriano; (ii) contiene genes putativos de virulencia y genes que
codifican para proteinas del sistema de secrecion tipo IV, (iii) en algunas cepas presenta una
o dos secuencias de insercion (IS605 y 1S606); (iv) en otras cepas la isla esta flanqueada

por secuencias repetidas directas, las cuales participan importantemente en la integracion de

la isla dentro del genoma bacteriano.

La PAl-cag puede estar organizada de forma diferente dependiendo de la cepa que se
estudie (figura 2): (i) La isla puede estar continua en una misma region; (ii) o estar dividida en
dos regiones cag | y cag |l por una secuencia de insercién (1S605); (iii)o estar dividida en dos
regiones cag | y cag Il por secuencias del cromosoma bacteriano, flanqueado por una
secuencia de insercion (1S605); y {iv)-(vi) que una o ambas regiones (cagl y/o cagll) de la isla
presenten perdidas parciales de nucledtidos. Estas variaciones en la estructura de PAl-cag

pudieran explicar la existencia de cepas PAl-cag'y cepas PAI- cag® 16193339500

El gen cagA codifica para una proteina de membrana externa denominada Proteina

Asociada a la Citotoxina (CagA), '8

con un peso molecular que varia entre 120 y 140
kDa, altamente inmunogénica y cuya funcién se desconoce. Sin embargo, la deteccion de
anticuerpos contra CagA de H. pylori esta bien documentada 22**7° En el estudio

realizado por Cover y col., proponen que la expresion del gen cgA sea considerado un
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Figura 2. Representacion esquematica de las organizaciones de PAI-cag

en el cromosoma de H. pylori
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(i): PAl-cag continua. (ii): PAI-cag dividida en dos segmentos por una secuencia de insercion SI605.

(iii): PAI-cag dividida en dos segmentos por DNA cromosomal flanqueada por SI605.

(iv) — (vi): segmentos con perdidas parciales de cag I o cag II, o ambos. L y R extremos izquierdo y derecho

respectivamente del elemento de insercion SI603.




marcador de virulencia '#%2%4%° ge detectaron niveles elevados de anticuerpos IgG por
ELISA contra CagA en pacientes con Ulcera duodenal en un 87.5%, con ulcera gastrica en un
76% y con dispepsia no ulcerosa en un 56.4%, con una diferencia estadisticamente

significativa de p<0.001 para pacientes infectados con cepas CagA + y ulcera péptica

22,33,67,70,81,87

£n pacientes infectados con cepas que tienen el gen cagA y expresan la proteina
CagA., se aprecia una asociacion con el desarrollo de gastritis activa crénica, gastritis
atrofica, Ulcera péptica y aumenta el riesgo para desarrollar adenocarcinoma o linfoma
gastrico 103357.67.70818487.999596 | 55 jnfecciones con cepas que carecen de la expresién de
esta proteina se han asociado con patologias menos graves. En contraste, estudios hechos
en poblaciones de Japon, Corea y China han reportado que mas del 90% de las cepas son

cagA-positivas, independientemente del estado clinico de los pacientes /702708487,

El analisis de nucledtidos del gen cagA, ha mostrado que la region 5' esta altamente
conservada, mientras que la region 3' del gen presenta un ndmero variable de secuencias
repetidas y que, al transcribirse, determina el tamafio de la proteina CagA ®'%'. El analisis de
del extremo 3’ del gen cagA en 155 cepas cagA-positivas, identificé con base a su secuencia
y organizacion estructural, cuatro alelos de cagA designados como tipos A, B, C y D (figura
3)%091191 | a5 cepas tipo C se han asociado con mayores niveles de anticuerpos anti-CagA

en pacientes con gastritis atréfica severa o con cancer gastrico.

La produccion de una citotoxina vacuolizante (VacA) es, sin lugar a dudas, otro factor

A 9.14,21,26,32,34,45,55,61,72,73,80

de virulencia importante de H. pylori. Vac es responsable de la
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Figura 3. Representacion esquemati

ca de los diferentes tipos de la region 3’

(tipos A, B, C y D) del gen cagA de H. pylori
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Tipo B
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R1; secuencias repetidas de 15 pb. R2;secuencias repetidas de 42 pb, R3; secencias repetidas de 147 pb. La secuencia de aa
deducida de la regién R3 de la proteina CagA, es diferente con respecto al dominio de 15 aa de longitud, entre aislamientos japoneses

y otras cepas de H. pylori de otras reas geogréaficas.




formacion in vivo de vacuolas en células del epitelio gastrico, asi como en diferentes lineas
celulares in vitro. La administracion ora! de la citotoxina a ratones lactantes es capaz de

producir degeneracion de la mucosa gastrica %%,

La citotoxina vacuolizante esta codificada por el gen vacA que es constitutivo y se
encuentra en una sola copia en el cromosoma de H. pylori. El gen vacA tiene
aproximadamente 3864 pb, presenta 5 marcos de lectura abierta, sélo un marco de lectura

es el adecuado para la codificacion la citotoxina vacuolizantg 82739 60808291

Desde 1994 se realizaron los primeros estudios de secuenciaciéon compieta del gen
vacA en la cepa de H. pylori (60190 tox+) y en la cepa 87-203 (tox-). El andlisis de un
fragmento del gen vacA de 1541 pb mostré una homologia del 64.8% entre las secuencias
de nucledtidos de la cepa tox+ y la cepa tox- “*¥7%0& ge jdentificé ademas una region de
567 pb aproximadamente, localizada a la derecha del gen vacA, que correspondié al gen del
RNAt de la cisteina-sintetasa 8%7=% 80808281 'homalogo al de E. cofi. En 1995 se analizd una
region de 0.73 kb en 10 cepas tipo de H. pylori, la cual correspondié a la regién media del
gen vacA®. Esta regién media mostrd una identidad nucleotidica del 70.4% entre las cepas
tox+ y las cepas tox- y una identidad en aminodcidos del 58.7% (figuras 4 y 6). Con base en
sus secuencias las cepas se clasificaron en dos familias de élelos; alelo tipo m1 (para cepas
con actividad citotoxica) y alelo tipo m2 ( para cepas sin actividad citotdxica). Se analizo
también la secuencia de un fragmento de 0.5 kb, que correspondia a la region de la
secuencia sefal del gen vacA, con diferencias importantes entre las cepas tox+ y tox-. Con
estos resuitados se clasificd a las cepas en tres familias de alelos; alelo tipo s1a, tipo s1by

s2 (figuras 5y 6) *.
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Figura 4. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la proteina VacA con actividad citotoxica ( Helicobacter
pylori cepa 60190 ) y de la proteina VacA sin actividad citotoxica (Helicobacter pylori Tx30a)

60190 (tox+)

Tx30a (tox-)

CcC
i
1287 aa
I
—¥ 7 b 1310
| —
200 400 600 800 1000 1200

La mayor homologia se observa en la regién carboxilo-terminal y la mayor diversidad se aprecia en la regién media M :insercion de 20 aa en la cepa

60190 y de 23 aa en la cepa Tx30a. CC: par de residuos de cisteina. Porciento de identidad en adl >90% B 80a90% 0 70a80%;

< 70%.
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Figura 5. Secuencia de Nucledtidos de las familias (s1a, s1b y s2) de la secuencia sefial del gen vacA,
de cepas de H. pylon.

Cepas

Tipo sla
60190 tggaaatacaacaaacaca cgcaaaatcaatcgccctctggtttctcttgctttagtaggagcattggtcagcatcacaccgca acaaagtcatgcegectit

11638 ......ccmnn . threastiesasasriaas R S - S R R R R RN
185-44 .. ..uvevmrasessssanarssraasrassasssarsarsssrsncs R - J e
87226 ..veirisviasnssannrnssescesessenasrnmatoiiiaoe.s cesssanirens
93-68 ...iiciiviencercarrieananas vesansrsrmabiiiieriiiiiiiiiiraniaees Ceteresassesavessactasaaaes

Tipo slb * * & x A KAk KK X X &
87-29 atggaaatacaacaaacacaccgcaaaatcaatcgccctttagtttctcttgttt‘tagcaggagcgttgattagcgccataccgcaagagagtcatgccgccttt

86-385 ...0--olccc-ooo.--ocoonuuo-olllollo--otopllllc.n-l--oo.o-olnllutoco.plo--laua.llcnlcllcnnto.o-
87"81 MR E R R R R I A A A A DR LI B B L BN R I B B I Covvencnens .--.-.-....‘--....ﬂ......--.-...-..--.
84'183 P B S I ) g'..-.l‘ll-.l.g'c..'llllll!ll!.‘Cllll.l.l'..llllgll...'.llIll'.l...lll!l.l'!.lll.

Tipo s2

Tx30a atggaaatacaacanacacac cgcaaaatcaatcgccctattatttctctcgctttagtgggggtgttaatgggcaccgaactggggctaacacgccaaatgatcccatacacagcgagagtcgcgctm
87-203 'R EEENE NI I N I A B ast & e8P aa e ‘IIICIII....C "EEEEE NI I RN N NN la....--..llllllltiliilllll.-..lll. lllllllll
86313 llllll t.l..'ll'. llllll * 8 e e ha e * " ea0y .cl.ll c...l..n..a&.c'..llllll. a‘l‘.-'.t.-..lllcclt. llllllllll ‘.-.Illbotc.i

*: Indican la diferencia de nucledtidos entre las secuencias de Helicobacter pylori tipo s1a y tipo s1b.
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Figura 6. Esquema del gen vacA y de la citotoxina vacuolizante (VacA) de H. pylori.




En 1995 Atherton y col. * realizaron la caracterizacion del gen vacA de 52 cepas de H.
pylori, aisladas de pacientes con diferentes patologias (Ulcera péptica, gastritis y
asintomaticos) en los Estados Unidos. Utilizando iniciadores especificos y la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) (tabla 1) amplificaron la regién secuencia sefial (s1a, s1b, s2)
y la region media (M1 y m2) de cada una de las cepas de los pacientes estudiados,
reportando que los pacientes presentaron cepas con los genotipos s1a/m1, s1b/m2, s1b/m1,
s1b/m2 y s2/m2, no encontrando pacientes con cepas con el genotipo s2/m1. Al estudiar la
actividad citotoxica en monocapas de células Hela, de los sobrenadantes de cada una de las
cepas aisladas de su poblacién de estudio, observaron que las cepas presentaban diferente
actividad citotdxica, clasificandolas en: alta, media, y nula actividad vacuolizante ****. En
este mismo estudio, los autores observaron también una asociacion significativa entre el
genotipo de vacA y la actividad vacuolizante, reportando que las cepas con genotipo s1a/mt
eran las que presentaban mayor actividad citotéxica; que las cepas con genotipo s1b/m1,
sta/m2 y s1b/m2 presentaban una actividad entre media y baja; mientras las cepas con el
genctipo s2/m2 no presentaban actividad citotoxica. Reportaron ademas que las cepas
s1a/m1 se aislaban con mayor frecuencia en pacientes con Ulcera péptica, que las cepas tipo

s1b/m1 se encontraban fundamentalmente en muestras de pacientes con gastritis; mientras

que las cepas s2/m2 se aisiaban en mayor nuimero de pacientes asintomaticos 487

A pesar de que este sistema de genotipificaciéon de vacA ha sido exitoso para el
estudio de H. pylori aislado de pacientes en los Estados Unidos y algunos paises de Europa,
la dicotomia m1/m2 no parece ser suficiente para clasificar cepas provenientes de paises de

SA3ATABTONS2S £n Alemania se reporta

Asia y, probablemente, de otras partes del mundo
un estudio * de 30 cepas de H. pylori aisladas de pacientes con gastritis crénica activa,

tlcera péptica y cancer gastrico en el que solo tres de ellas no pudieron caracterizarse con
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Tabla 1. Iniciadores especificos para genotipificar por PCR las familias de la
secuencia sefal s1a,s1b y s2 y la region media m1 ymz2 el gen vacA de cepas

Familia

m1

m2

S1

S1a

S1b

S2

Helicobacter pylori

Iniciador Secuencia de Nucledtidos

VA3-F
VA3-R
VA4-F
VA4-R

VA1-R

VA1-R

VA1-R

GGT CAA AAT GCG GTCATG G
CCATTG GTA CCT GTA GAA AC
GGA GGC CCAGGAAACATT G
CAT AACTAGCGCCTTGCAG

CTG CTT GAATGC GCC AAAC
CTG CTT GAATGC GCCAAAC

CTGCTT GAATGC GCC AAAC

Localizacidon
Tamaino de Producto

2741-3030 (290 pb)

976-1327 (352pb)

797-1055 (259pb)
866-1055 (190 pb)
(187pb)

371-569 (199 pb)




los iniciadores especificos * en la regién media del gen vacA. Al hacer el andlisis de
nucledtidos de la regién media de estas tres cepas los autores encontraron una diferencia de
nucleétidos de un 9.3% cuando se compard con la secuencia de region media de una cepa
tipo m1 (NCTC 11638) y hasta una diferencia de 29% cuando se compard con una cepa tipo
m2 (Tx30a). A esta nueva region media se le denomind tipo m3 ®#1% A} igual que en
Alemania, estudios en Bélgica % han mostrado una nueva regidén media para el gen vacA,
designada como m1a y otra regién media tipo m1-m2 en cepas aisladas de pacientes chinos
588 En estos reportes de Japon, Tailandia, Hong Kong, Holanda, italia, Francia, Australia y
otros mas >#347486586.70.7181859293 (tah|a 2), donde la caracterizacion completa de la region
secuencia sefial o la regién media del gen vacA no se realizd completamente, se tuvo la
necesidad de secuenciar las cepas no caracterizadas y disefiar nuevos iniciadores para

caracterizar su poblacién de estudio.

La citotoxina VacA se sintetiza como una protoxina de 140 kDa, la cual contiene tres
dominios funcionales: a) una secuencia sefal N-terminal de 33 aminoacidos (péptido lider de
3 kDa); b) la citotoxina madura de 87 kDa y; c) un dominio C-terminal de 50 kDa asociado a

la membrana externa 2':56:64.8082:97

(figura 7). Para ser excretada la protoxina presenta ruptura
tanto en su porcién amino terminal (péptido sefial) como en su regién carboxilo terminal
quedando un mondémero de aproximadamente 95 kDa para formar una toxina madura
constituida por 6 6 7 mondmeros que, al unirse, lieva acabo un rearreglo estructural
semejando una flor de 6 6 7 pétalos con un centro (anillo) de 30 nm de diametro ** %2
5456103 (Figura 8). Cada mondémero presenta una asa expuesta flexible, propensa a una
ruptura proteolitica que la divide en dos subunidades: una de 37 kDa y otra de 58 kDa

132529.56,596482 ga desconoce, sin embargo, si esta ruptura es producida por la misma toxina

o si existen proteasas externas responsables de la hidrolisis asociadas con la superficie
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Tabla 2 . Distribucién geogréafica de la frecuencia de tipos de alelos de secuencia seflal y region media del gen vacA
de cepas de Helicobacter pylori

Localizacién Geografica* Total de sia s1b sic s2 Muitiples genotipos** Sin tipificar
copas mi1 m2a mi m2a m1 m2a m2b m2a s m s+m
Norte y Este de Europa 231 77 74 7 8 4 0o O 34 11 10 5 1
Francia e Itafia 90 16 13 19 13 0 0 0 20 4 4 0 1
Portugal y Espaiia 101 4 2 40 7 0 0 0 7 12 7 22 0
Norte América 73 7 15 18 4 0 0 0 16 1 5 6 0
Centro y América del Sur 105 0 0 66 8 1 0 0 5 3 16 6 0
Este de Asia 74 7 6 1 2 27 19 8 1 0 3 0 0
Australia 28 & 5 2 1 2 0 0 8 2 2 0 0
Norte de Africa(Egipto) 33 2 5 2 3 0 0 0 16 4 0 1 0
Total 735 119 120 156 46 34 19 8 107 37 47 40 2

Le

*Norte y Este de Europa: Incluye Republica Checa, Alemania, Hungria, Holanda, Polonia, Rumania, Suiza, y Reino Unido.

Norte América : Canadéa y Estados Unidos. Este de Asia: China, Hong Kong, Jap6n y Tailandia. Centro y América del Sur. Costa Rica,
Brasil, Colombia y Peru.

** Estas cepas de Helicobacter pylori amplificaron para mas un tipo de secuencia sefial y/o region media.




Figura 7. Modelo de secrecion extracelular de la citotoxina vacuolizante
de H. pylori
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El gen vacA codifica para una protoxina de 139.6 kDa que consta de: L; un peptido lider 3kDa. la citotoxina de 87 kDa. y un dominio de 50kDa
asociado a membrana externa (ME).

El precursor pasa a través de la membrana interna (MI) via su peptido lider, seguido de una ruta de transporte dependiente de sistema de secrecidn.
Para la translocacién de la ME el dominio C-terminal de 50 kDa s¢ inserta dentro de ME y se transloca 1a porcién de la citotoxina hacia

el medio extracelular, la ruptura proteolitica (flecha) da como resultado la liberacién de la toxina activa de 87 kDa.
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Figura 8. VacA de Helicobacter pylori

Micrografia electrénica de la
citotoxina vacuolizante.

Vista superior tridimencional de la
citotoxina vacuolizante nativa.

Médelo de ia posible interaccion entre
6 mondmeros(formados por dos
subunidades, una de 37kDa y otra de
58 kDa, la linea punteada representa
el asa expuesta que une a las 2
subunidades), formando la estructura
oligomérica de la  citotoxina
vacuolizante.




bacteriana. También se desconoce si es necesario el procesamiento de las dos subunidades
para la actividad toxica. Cuando se expone VacA a pH acido o a bases débiles como cloruro
de amonio, se ha observado que ocurre una separacién de los monémeros, acompanada por
un aumento en la actividad vacuolizante en monocapas de células Hela 5142122984
Estudios recientes han mostrado que la subunidad B de |a citotoxina VacA es la responsable
del reconocimiento del receptor en la superficie de células epiteliales, aunque necesita de la
interaccion de ambas subunidades para que la toxina se interne y actle. Estudios in vifro
36184 nhan demostrado que VacA se une a la célula por la interaccion con receptores
especificos y que esta union depende de la concentracién de la citotoxina, asi como de la
saturacion de los receptores en la superficie celular. La citotoxina se interna al citosol, al
parecer por una cinética comparable con la endocitosis mediada por receptor. Se ha

propuesto que el receptor del factor de desarrollo epidermal (EGF) y que una proteina de

140 kDa son los receptores para VacA %%,

Se han reportado tres mecanismos de accién de la citotoxina vacuolizante. (i) La
formacion de grandes vacuolas en el citoplasma de las células epiteliales, que se originan a
nivel perinuclear hasta lenar completamente el citosol de la célula lo que origina su muerte
9.14.21.2629.45.85.72.73.74 | a5 membranas de las vacuolas inducidas por la citotoxina tienen un
alto contenido de una prote'ina pequefa ligadora.de GTP, denominada Rab 7, la cual esta
asociada a compartimientos de endosoma tardios y de una glicoproteina de membrana
denominada Lgp 110 que esta relacionada con membranas de lisosomas. Lo anterior
determina que estas vacuolas estén formadas por un hibrido de membranas de endosomas
tardios y de lisosomas 27" E| lumen de las grandes vacuolas inducidas por VacA, tanto en

el citoplasma de células de cultivo, como en el de células epiteliales gastricas, se acidifica
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por la actividad de una bomba de protones gracias a una ATP-asa de tipo vacuolar unida a la

membrana de estas vesiculas 28727374

La ATP-asa V estd presente en varios
compartimientos intracetulares de células eucaridticas que participan en eventos diferentes
de las vias endociticas y exociticas. Este complejo (ATP-asa-bomba de protones) unido a la
membrana, hidroliza ATP dentro del lumen de las membranas que delimitan a los
compartimentos. La citotoxina VacA es capaz de alterar el trafico de membranas a nivel
endosoma-prelisosoma de manera tal que el trafico de proteinas, de ligandos y el
procesamiento de antigenos dependientes de ligandos se vean alterados y de causar un
deterioro en la degradacion proteolitica dentro de los lisosomas, ocasionando una disfuncion
letal para la céluia. (ii) Otro mecanismo de accién independiente de la formacion de vacuolas
de VacA es el aumento en la permeabilidad de células polarizadas In vitro al pasc de
moléculas de bajo peso molecular 7728 yn fendmeno que, al parecer, aumenta el flujo
de nutrimentos del interior de la célula hacia la submucosa favoreciendo la sobrevida de H.
pylori. La adherencia de VacA a las células polarizadas de las monocapas da como resultado
la disminucién de la resistencia trans-epitelial a través de las células. Existen evidencias que
muestran que el efecto de VacA sobre la disminucion de la resistencia trans-epitelial
corresponde a un aumento de la permeabilidad intracejular y se debe a gue la citotoxina

activa permanece asociada a la bacteria /2028689

. (iii) Otro mecanismo que se le ha atribuido
a la citotoxina es la formacioén de canales a través de la capa de lipidos de [a membrana
celular. Ciertos estudios han mostrado que la citotoxina se activa por un pH acido, formando
canales selectivos de baja conductividad de aniones y dependientes del voltaje. Esta
permeabilidad propiciada por los canates favorece a los aniones con respecto a los cationes,
facilitando la entrada de CI' y HCO3s y menos eficientemente de &acidos carboxilicos, de
piruvato y gluconato 77202868 | 4 citotoxina es capaz de interactuar con la bicapa lipidica y

77,856,103

formar estructuras compatibles con poros hexamericos; en este caso, al parecer, es
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necesaria la presencia de ambas subunidades (P37 y p58) para la formacion de ios canales,
donde ias dos subunidades presentan cambios configuracionales necesarios que permiten a
la citotoxina insertarse en ia bicapa lipidica. Ef aumento en la conductividad de iones en las
membranas endosomales activa la ATPasa V electrogénica favoreciendo el flujo de H" y CI°
del citosol al lumen del endosoma, ocasionando cambios osmoéticos que aumentan la entrada

de agua y, por consiguiente, un hinchamiento del compartimiento endosomal 7758689103

Todos los hallazgos sefialados anteriormente indican que la citotoxina vacuolizante es
un factor de virulencia importante en la patogénesis de la enfermedad gastrica en el humano.
Las cepas de M. pylori que expresan la proteina asociada a la citotoxina y que son
productoras de |a citotoxina vacuolizante con alta actividad bioldgica, se han aislado mas
frecuentemente de pacientes con Ulcera péptica, que de pacientes con gastritis cronica,
como lo refieren diferentes estudios, donde pacientes con niveles altos de anticuerpos contra
VacA y CagA muestran patologias géastricas severas y tienen mayor riesgo de desarrollar

adenocarcinoma y linforna géStfiCO 4,6,9,20,21,22,23,33,34,36,43,59,63,81 ,87,99,102.

En México no existen estudios sobre la caracterizacion del gen vacA en cepas de H.
pylori aisladas localmente que muestren cual o cuales de sus genotipos se encuentran con
mayor frecuencia y si alguna de ellos predomina en relacion con tipos especificos de cuadros

clinicos relacionado con su actividad citotoxica vacuolizante.
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OBJETIVOS

2.1 Objetiva General

Determinar la diversidad genética del gen vacA en cepas de H. pylori aisladas de
pacientes con enfermedad acido-péptica y su asociacion con la actividad citotoxica en células

Hel a.

2.2 Objetivos Particulares

2.2.1. Determinar en cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedad &cido-

péptica en México, los tipos del gen vacA con base en la caracterizacion de la regidn

secuencia senal (s1a, s1b y s2) y en la region media (m1y m2).

2.2.2. Determinar la asociaciéon de los genotipos encontrados en cepas de H. pylori

aisladas de pacientes en México, con su capacidad para causar vacuolizacion de células

Hela.
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MATERIAL Y METODOS

Este trabajo de investigacién se desarrolid en el Labaratorio de Inmunopatogénesis
Molecular del Departamento de Microbiclogia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de

la U.N.AM.

3.1 Cultivo primario.

Se trabajd con cepas de H. pylori aisladas de biopsias gastricas obtenidas de 20
pacientes con diferentes patologias (6 pacientes con Ulcera duodenal, 6 con ulcera gastrica y
8 con gastritis). Los pacientes tuvieron una edad promedio de 54 afios (intervalo de 30 a 80
afios), que acudieron al servicio de Gastroenteroiogia del Hospital Central de Especialidades

del Sur de Petréleos Mexicanos.

Se obtuvieron, en colaboracién con un médico gastroenterélogo en la unidad de
endoscopia, 3 biopsias por paciente, 2 provenientes de antro y una de cuerpo gastrico, las
cuales se transportaron .al laboratorio de Inmunopatogenesis Molecular para su
procesamiento, en medio de transporte de Stuart, en un tiempo no mayor de dos horas. Las

biopsias se procesaron independientemente con el siguiente protocolo:

A su arribo al laboratorio se homogeneizo la biopsia en 200 pl de solucion salina
isotonica y el volumen se dividié en alicuotas de 100 , las cuales se mantuvieron a —70°C

hasta su uso. A partir de una de las alicuotas se hicieron tres diluciones (1:10, 1:100,
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1:1000). Cada una de estas diluciones se inoculd en placas de agar Casman suplementado
con 10% de sangre de caballo desfibrinada y antibidticos ( trimetoprim 6 ug/mi, vancomicina
6 pg/mi y anfotericina B 5 ug/m!). Las placas de agar se incubaron a 37° C en jarras de
anaerabiosis con un sobre campy-pack Plus BBL (generador de atmésfera de microaerofilia
10% de CO,, 5% de 0,y 85% N) durante 5 a 7 dias. Al término de este tiempo se analizaron
las placas para determinar |la presencia de H. pylori en el crecimiento primario y, de existir, se
seleccionaron al azar un promedio de 10 colonias aisladas que se cuitivaron en agar Casman

ya descrito previamente.

3.2 Identificacién del microorganismo

La identificacién de H. pylori se realizd a través del andlisis de la morfologia de
colonias, de tincién de Gram y por caracteristicas bioquimicas. Se seleccionaron para estudio
colonias pequefias, lisas, convexas, transllicidas, con apariencia de gotas de rocio, con
bordes regulares. A las colonias seleccionadas se les realizo frotis para tincion de Gram y se
analizaron para detectar bacilos gram-negativos pequenos, pleomé'rficos (bacilos en espiral,
bacilos en forma de coma) caracteristicos de H. pylori. Para confirmar la presencia del
microorganismo se realizaran pruebas bioquimicas de ureasa, oxidasa y catalasa, que son
positivas para H. pylori. *'*® El almacenamiento de las cepas se realizd a —70° C en crioviales

con medio de caldo Brucela, suplementado con 10% de SFB y 15% de glicerol.

3.3 Recuperacion de las cepas de H. pylori y extraccion de acidos nucleicos
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Las cepas de H. pylori se cultivaron por separado en Agar Casman bajo las
condiciones previamente descritas. Se cosechd todo el crecimiento de la piaca y la
extraccion del DNA cromosomal se realizé utilizando el método modificado de tiocianato de

guanidina, EDTA y sarcocinato (GES).

3.4 Tipificacidn del gen vacA en su secuencia sefial y region media.

Se genotipificéd cada cepa de H. pylori de acuerdo con la familia de la secuencia sefnal:
s1a, s1b y s2 y a la de regién media: m1 y m2 del gen vacA, por el método de la PCR
utilizando iniciadores especificos para cada regién (tabla 1).* La PCR se realizd en un
termociciador Perkin Elmer modelo 480, bajo las siguientes condiciones: temperatura de
desnaturalizacién a 94°C por un minuto; temperatura de alineacidén a 52°C por un minuto;

temperatura de extension a 72°C por un minuto. El proceso se repitié durante 35 ciclos.

Los productos amplificados se estudiaron por electroforesis en camaras horizontales
en geles de agarosa al 1%, con buffer TAE pH 8. Los productos de PCR se corrieron en
paralelo con un marcador de peso molecular de 100 pb y con los productos amplificados de
las cepas control para cada una de las familias del gen vacA. 4 Los geles se tifieron con

bromuro de etidio.

3.5 Obtencion de los sobrenadantes de las cepas y su valoracién para actividad citotdxica en

células Hela.
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Las cepas de H. pylori se cultivaron por separado en caldo Brucela suplementado con

SFB, los sobrenadantes se obtuvieron bajo el protocolo descrito por Cover y col. 234%

Se hicieron diluciones seriadas de 1:10 a 1:360 de cada uno de los sobrenadantes y
se inocularon por duplicado en placas de 96 pozos con una monocapa de células Hela al
80% de confluencia celular. Las placas se incubaron a 37°C por 24 y 48 horas en 5% de
CO.. Como controles positivos y negativos para cada ensayo se usaron sobrenadantes
obtenidos de las cepas tipo (cepa 8823 con alta actividad citotoxica, 84-183 con media

actividad y 8822 sin actividad citotoxica) +%23*%.

La actividad citotéxica de las cepas de H. pylori, se interpretd de la siguiente manera:
aita actividad citotoxica, cuando en aproximadamente 100 células, se observo que mas del
80% de éstas presentaban vacuolas en su citoplasma; actividad citotoxica media, cuando
mas del 30% de las células presentaron vacuolas y; sin actividad, cuando no se observaron

células vacuolizadas.

37




RESULTADOS

4.1 Genotipificacion del gen vacA de H. pylori de los cultivos primarios

El 60% de todos los pacientes estudiados presentaron infeccion muitiple en antro y
cuerpo o en ambos, con cepas de H. pylori con variacion alelica del gen vacA (s1a/m1,
s1a/m2, stb/m1, s1b/m2, s2/m1 y s2/m2). La secuencia sefial tipo sib se presentd con
mayor frecuencia en el 80% (16 de 20) de los pacientes tanto en antro como en cuerpoy sin
asociacién a alguan cuadro clinico. En el 45% (9 de 20) de los pacientes se aislaron cepas
con el genotipo s2. Solo el 10% (2 de 20) tuvieron cepas con el genotipo s1a (tabla 3). El
45% de los pacientes presentd en antro y cuerpo cepas de H. pylori con region media
genotipo m1 y m2. En general el 95% de los pacientes presentaron cepas con genotipo m1y
al parecer sin asociarse al cuadro clinico. El 50% de los pacientes tuvieron ademas cepas de

genotipo m2 (tabla 3 y 4).

4.2 Actividad citotoxica vacuolizante de las cepas de H. pylori de los cultivos primarios

De los 40 sobrenadantes de cultivos primarios de H. pylori obtenidos a partir de las
muestras de antro y de cuerpo de los 20 pacientes estudiados y que se utilizaron para el
ensayo de citotoxidad vacuoclizante en células Hela, se encontro que el 10% de ellos
presentaron alta actividad vacuolizante; el 72.5% con media actividad y el 17.5% sin
actividad. Estos datos no mostraron alguna asociacién entre el genotipo de vacA con la

actividad citotéxica y el cuadro clinico del paciente (tabla 4).
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Tabla 3. Distribucion de genotipos identificados a partir de cultivos primarios de H.
pylori en pacientes con enfermedad acido-péptica.

Tipo de secuencia sefial

Tipo de region media

Cuadro No. de Sitio de sla | s1b | s2 SS m1| m2 | Total
Clinico pacientes aislamiento
DNU 8 antro 6 2 7 3 18
cuerpo 5 2 2 7 4 20
UG 6 antro 1 5 1 6 2 15
cuerpo1 5 2 6 2 16
urP 6 antro 1 5 4 6 2 18
cuerpo 5 2 6 2 16
Total 20 4 31 11 4 38 16 103

DNU; Dispepsia no ulcerosa. UG; llcera gastrica sangrante. UP; ulcera péptica.

ss; secuencia sefial sin tipificar,
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Tabla 4. Genotipos de los genes vacA y cagA de cepas de H. pylori, y su actividad citotéxica vacuolizante del

crecimiento primario de pacientes mexicanos con enfermedad acido pépfica

No. Diagndstico Tipo Genotipos de vacA Titulos Actividad  Titulos de

paciente endoscopico sitio cagA  seq seial regién media citotoxica Ac. neutralizantes

1 No ulcera a + s1b mim2 1.3 1.3
¢ + s1b mi,m2 1.3 1.3
2 No tlcera a + stb m1,m2 1.3 1.3
c + s1b,s2 m1 1.3 1.3
3 UG a + sib mi,m2 16 16
c + sib,s2 m1,m2 1.3 1.3
4 UP a + s1h,s2 m1,m2 1.3 0.7
c + s1b,s2 m1,m2 1.3 1.3
5 uprP a + s1b,s2 m1 1.6 1.9
C + s1b,s2 m1 22 *
6 upP a + stb,s2 m1 2.2 2.2
c + sib m1 07 1.3
7 No vlcera a + s1b m1 22 2.2
c + sib m1 1.6 1.6
8 No dlcera a + sib m1 1.3 1.6
c + sib mi1,m2 b i
9 up a + s1b,s2 mi,m2 b *
¢ + s1b m1 1.2 1.3
10 upP a + s1b m1 0.7 0.7
c + stb m1 0.7 0.7
11 uG a + s1b m1 16 1.6
c + s1b m1 16 1.6
12 UG a + s1b,s2 mi b **
c + s1b m1 16 1.6
13 UG a + s1b m1i,m2 b -
c + s1h,s2 mt,m2 b d
14 uG a + sib m1 16 1.3
c + s1b m1 16 1.9
15 No ulcera a + s1 m1 13 16
c + s1 m1 1.3 1.9
16 No ulcera a + s1b m1 1.6 1.6
c + s1 mi 13 1.3
17 No dicera a + s1b m1 1.9 13

c + sib m1i1,m2 1.6 1.6



18 up a + sia

c + sla
19 uG a + sla

c + sta
20 No dlcera a + 52

c + 52

m1
mt,m2

m1

m2

m2

i3
1.3
2.2
1.6

1.3
1.3
2.2
1.6

Lid

-k

a, antro. ¢, cuerpo. NR, no realizado. UP, dicera péptica. UG, Ulcera gédstiica.
*, La actividad vacuoclizante de estas muestras no pudieron ser neutralizadas por sueros homélogos.

b, Estas muestras no causaran vacuolizacién en células Hela.

. Como estas muestras no causaron vacuolizacion los ensayos de neutralizacién no fueron hechos.

1, expresado como diluciones logo.
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De los 4 sobrenadantes con actividad citotoxica alta, dos de éstos provenian de
pacientes con Ulcera péptica (tabla 5), de los que se aislaron cepas de H. pylori con alelos
multiples de vacA. Siete sobrenadantes de 5 pacientes con diferente cuadro clinico no

presentaron actividad vacuclizante (tabla 6).

4.3 Actividad citotéxica vacuolizante de las colonias individuales de H. pylori aisladas a partir

de los cultivos primarios

A partir de los cultivos primarios se seleccionaron al menos 5 colonias tanto de antro
como de cuerpo por paciente. De cada una se ensayo el sobrenadante en células Hel.a para
caracterizar su actividad citotdxica. Algunas cepas con el genotipo s1b/m1 presentaron
diversidad en la actividad vacuolizante, mientras que 2 cepas con genotipo s2/m2 y s2/m1

presentaron alta actividad citotoxica

4.4 Genotipificacidn del gen vacA de colonias individuales de H. pylori aisladas a partir de los

cultivos primarios.

La infeccidn multiple con cepas de Helicobacter pylori con alelos de vacA diferentes,
se corrobord al caracterizar entre 9 y 12 colonias aisladas de cada cultivo primario de antro y
de cuerpo para cada paciente. La genotipificacion de 400 colonias a través de vacA, mostrd

que el 75% (15/20) de los pacientes presentd mas de un alelo de vacA por cultivo (tabla 7).
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Tabla 5. Genotipos de vacA de cepas de H. pylon cuyo sobrenadante del cultivo primario
presentd alta actividad citotdxica.

Genotipos presentes en ei cultivo primario
con alta actividad citotoxica

No. de Cuadro Sitio de paciente paciente
Pacientes clinico aislamiento No. 1 no. 2

1 DNU antro s1b/m1

1 uG antro sta/mi

2 UP antro s1b/m1; s2/m1

cuerpo s1b/m1; s2/m1

DNU; Dispepsia no ulcerosa. UG; Glcera gdstrica sangrante. UP; Ulcera péptica.




Tabla 6. Genotipos de vacA de cepas de H. pylori cuyo sobrenadante del cultivo primario no

presenté actividad citotoxica.

Genotipos presentes en el cultivo primario
sin actividad citotéxica

No. de Cuadro Sitio de paciente paciente
pacientes clinico aislamiento No. 1 no. 2
2 DNU antro s2im2
cuerpo stb/m1; s1b/m2 s§2/m2
2 uG antro s1b/m1; s2/m1 s1b/m1; s1b/m2
cuerpo s1b/m1; s2/m2
1 uprP antro sib/m1; s2/m2

DNU: Dispepsia no ulcerosa. UG; Ulcera gastrica sangrante. UP; llcera péptica.
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El genotipo de vacA de H. pylori que se detectd con mayor frecuencia fue stb/m1. El
11.5% (46 de 400 colonias) del total de las colonias estudiadas no se tipificaron en su
secuencia sefial y el 2.75% (11 de 400 colonias) en su regién media (tabla 7). En cinco
pacientes se caracterizaron cepas con el genotipo s2/m1 (4). No existidé asociacién de los

genotipos de vacA con el cuadro clinico del paciente.

Los iniciadores conservados VA1-F y VA1-R (tabla1) se utilizaron para caracterizar la
secuencia sefal del gen vacA de las cepas de H. pylori que no fueron tipificadas y se
amplificé por PCR dos fragmentos que diferencian por tamano la secuencia sefial (s1 de 259
pb y s2 de 286 pb). * De las 46 cepas no caracterizadas, 42 fueron del tipo s1 y 4 fueron del

tipo s2.

La caracterizacion completa de la region media de vacA de las cepas no
genotipificadas se llevé a cabo con los iniciadores conservados VAG-F y VAG-R 3,
amplificando dos productos de PCR de tamario diferente correspondiente a m1 y a m2 (para
m1 un producto de 567 pb y para m2 de 642 pb) (Tabla 8). De las 11 cepas estudiadas, 10
fueron genotipo m1 y una cepa aislada de un paciente con gastritis presenté amplificacion

para m1y m2.

4.5 Secuenciacion de la secuencia sefal y de la region media del gen vacA, de cepas de H.
pylori aisladas de pacientes mexicanos que no fueron genoctipificadas con los iniciadores

especificos.
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Tabla 7. Genotipos cagA y vacA de asitamientos de colonias individuales de H. pylori de

pacientes con infeccién multiple®

No.de  Sitio® No. de colonias No. de colonias Tipos de Alelos de vacA

paciente probadas cagA positivas detectados {(No.de aislamientos)
1 a 10 8° s1b/m1(8), s1b/m2(2)
c 10 10 s1b/m1(9}, s1b/m2(1)
2 a 9 9 s1b/m1(5), s1b/m2(4)
c 10 g° s51b/m1(6), s2fm1(1), s1/m1(2), s1b/m0(1)
3 a 10 10 s1b/m1({6), s2im1(2), s1/m1{2)
c 10 10 s1b/m1({7), s2im1(2), s1b/m2(1)
4 a 11 i1 s1b/m1(10), s2/m2(1)
C 10 10 s1b/m1(8), s2/m2 (2)
5 a 10 10 s1b/m1(9), s2/m1{1)
c 1 10' s1b/m1(8), s2/m1(2), s1b/m0(1)
6 a 11 11 s1b/m1(7), s2im1(3),s1/m1{1)
8 ¢ 10 10 s1b/m1(7), s1b/m2(3})
9 a 10 10 s1/m1(6), stb/m2(1), s2/m2(3)
12 a 10 10 s1b/m1(9), s2im1(1)
(K] a 10 10 s1b/m1(8), s1b/m2(2)
C 10 10 s1b/m1{8), s1b/m2(2), s2/m2(2)
14 c 10 10 s1b/m1{8), s1/m1(2)
15 a 10 10 s1/m1(9), s1/m0{1)
16 a 10 10 s1b/m1(6), s1/m1(4)
c 10 8¢ s1b/m1(8), s1/m1(2)
17 a 10 10 s1b/m1(8), s1/m1{1),51b/m0(1)
c 10 10 s1b/m1(8), s1/m1(1), stb/m2(1)
18 c 10 8! s1a/m1(3), s1a/m2(4), s1/m1(3})
19 a 12 12 s1a/m1(7), sta/m0(2), s1/m1(3)
c 10 10 s1a/m1(7), s1/m1{3)
20 a 10 7" s2/im2(7), s1/m2(2), s2/mo(1)

’Resultado por biopsia de paciente con genotipos multiples de vacA

® a, antro; ¢, cuerpo.

¢ La colonia cagA — fue genotipo de vacA s1b/m1.

¢ Cuando el tipo alélico de vacA es designado s1 es porque no se determind el subtipo s1a ¢ s1b.
® Cuando el tipo alélico de vacA es designado mQ, la region media no se determiné.

"La colonia cagA- fue genotipo de vacA s2/m1.

8 Las colonias cagA- fueron genotipo de vacA s1/m1

" Una colonia cagA- fue genotipo de vacA $2/m0 y dos fueron vacA s2/im2
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Tabla 8. Iniciadores conservados para la amplificacién de la regién media del gen vacA de H.

pylon.
Iniciador Secuencia Localizacién Tamaiio de Cepade
producto  referencia
VAG-F |8 CAATCT GTC CAA TCA AGC GAG &' 1278-1844 567 pb 60190
VAG-R |5 GCG TCAAAATAATTC CAAGG & 12564-1885 642 pb TX30a

Tabla 9. Juego de iniciadores que amplifican la secuencia sefial y la regidon media del gen vacA
de H. pylori, derivados de la secuencia de nucledtidos de |la cepa 60190

Iniciador Secuencia de nucledtidos Posicién y
Tamano de producto
ss CYSS 5 CGC TTT GAT GGA CACCCC CACAAZ 5192-1141 623 pb
RME 5 CCAATC CCAACCTCCATCAATCT
m vacM-F | 5 GCT CAT TAC GGC TTC CAC TAATGT & 2392-3097 706 pb
vacM-R | 5 GCG GTT ATT GTT GTT ATA AAG GGC 3
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Para estudios de secuenciacion se eligieron seis cepas de H. pylori tipificadas como
s1: dos fueron de pacientes con ulcera péptica (cepa 46-10 y 46); dos de pacientes con
Ulcera gastrica (64C y 262C); y dos mas de pacientes con gastritis (72a, y 21). Otra
caracteristica que se considero fue que presentaran diferente actividad citotoxica de media a
sin actividad. Se eligieron dos cepas tipificadas como s2: una cepa fue de un paciente con
Ulcera gastrica (1C) y otra fue de un paciente con gastritis (128). Ademas, se secuenciaron
tres cepas caracterizadas como regidén media tipo m1: una cepa de un paciente con ulcera
péptica (46M); una de Ulcera gastrica (10M) y una mas de un paciente con gastritis (21M). Se
eligié la cepa 128M de un paciente con gastritis que presentd por PCR amplificaciones de la

region media tipo m1 y m2.

Con la secuencia de nucleétidos (reportada previamente)} para la cepa de H.pylori
60138 se disefid el iniciador RME (reverso) posicion 1124-1141 pb, que se utilizé con el
iniciador CYSS “Z(tabla 9) y se ampliificé un fragmento de 623 pb que comprende toda la
region de secuencia sefial. Ademas, se usaron los iniciadores vacM-F y vacM-R 423 (tabla 9)

para amplificar un fragmento de 706 pb que comprende a la regién media del gen vacA.

Los productos de PCR de las cepas de H. pylori aisiadas de pacientes mexicanos
fueron preparadas para secuenciacién usando el protocolo de Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit ABI PRISM™ BIG DYE™ (PE Applied Biosystems) y secuenciadas en un

secuenciador automatico AB| PRISM modelo 373.

La alineacion de la secuencias se hizo junto a las cepas tipo ATCC11638 (secuencia
sefial tipo s1a); 84-183 ( tipo s1b) y Tx30 (tipo s2) y el analisis se llevd a cabo con el

programa PRIMER (figura 9).
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Figura 9. Alineacién parcial de nucledtidos de la region secuencia sefial de seis

cepas mexicanas de Helicobacter pylori 'y cepas de referencia 11638 y 84183

VAL1-F (s1)

v *CCGCAAAATCAATCGCCCTCTGGTTTCTCTCGCTTT
CCGCAAAATGAATCGCCCTTTAGTTTCTCTTGTTTT
CCGCAAAATCAATCGCCCTTTAGTTTCTCTTGTTTTY
- - - AAAAATGAATCGCCCTCTGGTTTCTCTTGTTTT
CCGCAAAATGAATCGCCCTTTAGTTTCTCTCGTTTT
CCGCCAAATGAATCGCCCTTTAGTTTCTCTTGTTTT
CCGCAAAATGAATCGCCCTTTAGTTTCTCTCGTTIT
CCGCAAAATCAATCGCCCTTTAGTﬂCTCTTCiTTTT

SS1-F (sla)
VL AZRAZR |
AGTAGGAGCATTA AAAGTCATGCCGCCTTTTTCACAACCGT
AGCAGGAGCGTTG T AGC CAAAGTCATGCCGCCTTTTTCACGACCGT
AGCAGGAGCGTTG T AGC CAAAGTCATGCCGCCTTTTTCACGACCGT
AGCAGGAGCGTTG| T AGC CAAAGTCATGCGCCCTTTTTCACCACCGT
AGCAGGAGCGTT TCATGCCGCCTTTTTCACAACCGT
AGCAGGACGGTT CAAAGTCATGCCGCCTTTTTCACAACCGT
AGCAGGAGCGTTG TCATGCCGCCTTTTTCACAACCGT
AGCAGGAGCGTTG T AGC CA ACCGCAA A &GTCATGCCGCCTTTTTCACAACCGT

7

SS3-F (sib)

Las flechas indican las sustituciones de bases presentes en el sitio de complementaridad para los iniciadores que
caracterizan a las familias secuencia sefal tipo s1a (cepa 60190) y tipo s1b (cepa 84183) del gen vacA.




4.6 Andélisis de secuencias de nucledtidos de la secuencia sefial del gen vacA de cepas de H.

pylori aisladas de pacientes mexicanos

E| analisis de ia secuencia de nucledtidos de las cepas mexicanas tipo s1 con la cepa

ATCC 60190, mostré una similitud de 88.61% a 93.16%.

La mayoria de las cepas mexicanas presentan en el extremo 5’ de la region secuencia
sefial del gen vacA, una region homologa de 36 pb con la cepa de referencia 84-183. Sin
embargo se observd que nuestras cepas presentan varias sustituciones de bases en el sitio
de reconocimiento de los iniciadores especificos: SS1-F (secuencia referida de la cepa tipo
de H. pylori ATCC 11638), SS3-F (cepa 84-183) y SS2-F (cepa Tx30a) (tablal), que

caracterizan a las familias s1a, s1b y s2, respectivamente (figura 9).

De las cepas mexicanas parecidas al genotipo s1, cinco de ellas (las cepas 64C,
262C, 72a, 46-10, y 46) presentaron 5 sustituciones de bases de nucleétidos de; G, C, A, Ty
C por A, T, G, CyT, respectivamente. La cepa 21 presentd 6 sustituciones de bases; G, C,
C,A, TyCpor A T,T,G,CyT, respectivamente, al sitio complefnentario de la secuencia
del iniciador especifico SS1-F que caracteriza a la familia secuencia sefial tipo sia (figura

10).

Ademas, las cepas 64C, 262C, 72a, 46-10 y 46 mostraron 2 sustituciones de bases de
G y G por C y A, respectivamente y la cepa 21 presentd una sustitucion mas, de C por T
hacia el extremo 5’ en relacion a la complementaridad de las secuencias del iniciador SS3-F

que caracteriza la familia secuencia senal tipo s1b (figura 11).
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Figura 10.Sustituciones de nucleétidos en el sitio de complementaridad para el
iniciador SS1-F que caracteriza la secuencia sefial tipo sla del gen vacA

de H. pylori

cepa

60190 CATTA AAAGTC
64C C TT T AGC CA ACCGCAACAAAGTC
262C C TT T AGC CA ACCGCAACAAAGTC
72a C TT T AGC CA ACCGCAACAAAGTC
46-10 C TT T AGC CA ACCGCAACAAAGTC
21 TT T AG CA ACCGCAACAAAGTC
46 TT T AGC CA ACCGCAACAAAGTC




cs

Figura 11. Sustituciones de nucledtidos en el sitio de complementaridad para el
iniciador SS3-F que caracteriza la secuencia sefial tipo s1b del gen vac4

de H. pylori

cepa

84-183 CGTTGATT GTC
64C CGTTGATTAGCGCCATACCGCAA A AGTC
262C CGTTGATTAGCGCCATACCGCAA A AGTC
72a CGTTGATTAGCGCCATACCGCAA A AGTC
46-10 CGTTGATTAGCGCCATACCGCAA A AGTC
21 GTTGATTAG GCCATACCGCAA A AGTC
46 CGTTGATTAGCGCCATACCGCAA A AGTC




La alineacion de las secuencias tipo s2 de las cepas mexicanas, determiné una
identidad entre el 93.70% al 95.19% con respecto a la cepa de H. pylori Tx30a. La cepa 1C
presentd en el sitio de complementaridad de las secuencia del iniciador SS2-F dos
sustituciones de bases de C y T por T y C, respectivamente, una de las sustituciones se
localizd hacia el extremo 3’ y la otra en la parte media de las secuencias del iniciador.

Finalmente, la cepa 128 presentd solo una sustitucion de base de T por C (figura 12).

4.7 Andlisis de la secuencias de nucleétidos de la regidn media del gen vacA de cepas de H

pylori aisladas de pacientes mexicanos.

El analisis de las secuencias de la regién media de las cepas mexicanas de H. pylori:
46M, 21M y 10M similares al genotipo m1 mostraron una identidad entre el 96.33% al
98.27% con respecto a la cepa ATCC11638 (figura 13). El analisis de la cepa 128M (que
amplificd por PCR ambas regiones m1 y m2), presenté una homologia del 67.19% con
respecto a la cepa ATCC 11638 (m1), y del 84.35% con respecto a las cepas ATCC 87203 y

Tx30a (m2) (figura 13).

Dos de las cepas mexicanas tipo mt (46M y 10M) presentaron una sustitucion de
base de G por A en relacion a la secuencia del iniciador VA3-F que caracteriza a este tipo de

familia {figura 13).

La cepa 128 present6 11 sustituciones de bases de G, G, G, TC, A /AT G, Gy T por
A A A CA G, C, C, A Ay G, en relacion a la secuencia del iniciador VA3-F (forward)

(figura 13) y. Ademas, presentd 4 sustituciones de basesde G, A, Gy T porA, G, Ay C, con
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Figura 12. Sustituciones de nucle6tidos en el sitio de complementaridad para el
iniciador SS2-F que caracteriza la secuencia sefial tipo s2 del gen vac4
de H. pylori

cepa
84-183 AGCGCCATAC.. ... ..........CGCAACAAAGT
GGCACCGAACTGGGG CCATA

GGCACCGAACTAGGGGCTAACACGCCAAA GATCCCATA
GGCACCGAACTAGGGGCTAA ACGCCAAA GATCCCATA




Figura 13. Alineacién de nuclettidos de la region media del gen vacA de Helicobacter
pylori de 4 cepas mexicanas y de dos cepas de referencia la 60190 y 87203.
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La cepa 128 presenta una delecion de 48 pb (posicién del 2636 al 26849)en relacion con las
demas cepas. Los iniciadores especifico para caracterizar por familia m1l (VA3F y VA3R) y m2
(VA4F) la region media del gen vac4 y sus secuencias se escribieron en color rojo.



una insercidén de tres bases (A, C y A) con respecto a la secuencias del iniciador VA3-R
(reverso), que caracterizan la regién media tipo m1 del gen vacA de H. pylori (cepa tipo

ATCC 11638) (Figura 13).

Al comparar las secuencias de esta misma cepa (128) con cepas tipo m2 (Tx30a vy
87203), se observo la pérdida de una base (G) al inicio de las secuencias en el sitio para el
iniciador VA4-F con respecto a ambas cepas tipo 87203 y TX30a (figura 14). Ademas, el
analisis de la secuencia de nucledtidos de la region media de esta cepa, mostré una
mutacién que comprende una delecion de 48 pb, que va del nuctedtido 2636 al 2684 con
relacion a la region media de las cepas estudiadas y de las cepas de referencia 60190,

87203 y TX30a (figuras 13 y 14).

4 8 Caracterizacion de una nueva familia de la secuencia sefial del gen vacA de H. pylori

denominada tipo s1d.

Con el anélisis de las secuencias de nucledtidos de la region secuencia sefial de las
cepas H. pylori aisladas en México, se disefid un nuevo iniciador denominado SS5-F
(forward) (5° ATT AGC GCC. ATA CCG CAA C 3') posicion 866-1055 (figura 9), con el fin de
usarlo, para completar |la caracterizacion de la secuencia sertal de las cepas que no fueron

caracterizadas con los iniciadores especificos propuestos por Atherton®.

Con el uso del nuevo iniciador SS5-F y el iniciador VA1-R se amplificd por PCR una
region de aproximadamente 190 pb (tabla 1). Las cuarenta y seis cepas mexicanas (11.5%)

no caracterizadas con los iniciadores especificos, pudieron ser caracterizadas como una
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Figura 14. Alineacién de secuencias de fa regidn media tipo m2 del gen vacA de H. pyloni
de la cepa mexicana 128.

87-203 ATGCCCCTTGGAATTATTTTGACGCTAGGAATGTTACCGATGTTGAAATCAACAAGAGGA
128 ATGCCCETTGGRRTT A — = = mm = = s m s e
TTCTTTTT CCGGCARAACAGGGCTTATGTTTAATAACCTAA
128 -———TTTTGGAGCCCCAGGAAACATTGCCGGCAAAACAGGGCTTATGTTTAATAACCTGA
87-203 CCCTAAACAGCAACGCAAGCATGGATTATGGTAAGGATTTAGACTTACCCATTCAAGGGC
128 CCCTAAATAGTAATGCGAGCATGGATTATGGTAAAGATTTAGACTTAACCATTCAAGGGC
87-203 ATTTCACTAACAATCAAGGCACGATGAATCTTTTTGTCCAAGATGGGCGTGTAGCGACCT
128 ATTTCACTAACAATCAGGGCACGATGAATCTTTTTGTCCAAGATGGGCGTGTGGCGACCT
87~203 TAAATGCAGGCCATCAAGCAAGCATGATATTTAATAATTTAGTGGATAGCGCGACTGGGT
128 TAAATGCAGGCCATCAAGCAAGCATGATATTTAATAATTTAGTGGATAGCGCGACCGGAT
87-203 TTTACAAACCACTCATTAAGATCAATAACGCTCAAAATCTCACTAAAAATAAAGAACATG
128 TTTACAAACCACTCATTAAGATCAATAACGCTCAAAACCTCACTAAAAATAAAGAACATG
87-203 TTTTAGTGAAAGGGCGAAACATTGATTATAATTTAGTGGGAGTGCAAGGCGCTAGTTATG
128 TTTTAGTGAAAGCGCGAAACATTGATTATAATTTAGTGGGAGTGCAAGGCGCTAGTTATG
} ACAATATTT GCAAGAGCAATTCAARGAGCGCCTAGCCCTTT
128 ATTCTATTTCTGCAAGCAACACCAATCT ————————————————————————————————
87-203 ATAACAACAACAACCGC
128 —mmmm—m—emmee GCTGC

Cepa 128 de Helicobacter pylori aislada de un paciente mexicano con gastritis.
Se observa una delecidn de 48 pb al ser comparada con la cepa tipo 87203 y Tx
30a.
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nueva familia secuencia sefial, denominada secuencia sefial tipo sid (figura 15). Las
condiciones para amplificacion por PCR, fueron las mismas que se utilizaron para la

caracterizacién de las otras familias de la secuencia sefal del gen vacA.
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Figura 15. Tipificacion por PCR de la secuencia sefal tipo s1d del gen vacA de H. pylori en
cepas mexicanas.

Las primeras tres bandas corresponden a amplificaciones hechas a partir de DNA de cepas con los iniciadores
S85-F (forward) y VA1-R (producto de amplificacion de 190 pb).

Las segundas tres bandas corresponden a amplificaciones hechas a partir de DNA de biopsias con los mismos
iniciadores (producto de amplificacién de 200 pb).

Las bandas de los extremos corresponden al marcador de peso molecular de 123 pb.
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DISCUSION

Este estudio muestra el perfi! de los genotipos, basados en el gen que codifica para la
citotoxina vacuolizante (vacA) de cepas de H. pylori aisladas de pacientes con enfermedad
acido péptica en México. El primer hallazgo fue la descripcion de la infeccion multiple por H.
pylori en la mayoria de los pacientes estudiados. Este hallazgo se apoya en la amplificacion
de mas de un tipo de secuencia sefal {s1a,s1b y s2) y de mas de una regién media (m1
ym2), a partir de reacciones de PCR con iniciadores especificos del cultivo primario de

biopsias obtenidas del antro y del cuerpo de 20 pacientes.

Existen reportes a nivel mundial “*'%92% que documentan la existencia de
infecciones multiples, sin embargo, es un fendmeno poco frecuente. Como lo evidencian los
diferentes trabajos hechos por Van Doorn y col. que investigaron la distribucion geogréfica de
los alelos de vacA en cepas aisladas de diferentes paises del mundo, mediante el estudio por
el método de hibridacion reversa (PCR-LIPA) de 735 cultivos de H. pylori provenientes de 24
paises®%% concluyendo que el 16.9% de los cultivos presentaron genctipos mltiples de
vacA. Sin embargo, la prevalencia de cultivos con multiples alelos de vacA fue variable entre
los paises, encontrando infeccion multiple con cepas de genotipos diferentes en el 10.6% de
los cultivos aislados de pacientes del norte de Europa, Francia e ltalia; en el 44.5% de los
cultivos de pacientes de Portugal y en el 23.8% de los cultivos de pacientes de América del
Sur ( Perd, Brasil y Colombia). Los autores describen el fenémeno de infeccién multiple con
la deteccion de diferentes genotipos de vacA a partir del cultivo primario en un sélo paciente,
pero no seleccionan colonias individuales ni determinan la proporcion de genotipos de vacA

en la poblacion de H. pylori que esta infectando al paciente.
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Otros autores como Strobel y col. ®

en Alemania caracterizan por PCR e iniciadores
especificos las familias de ambas regiones del gen vacA de 158 cepas de H. pylori
procedentes de 106 pacientes con Ulcera duodenal y de 52 pacientes con gastritis,
reportando sélo a un paciente con Ulcera duodenal con infeccién multiple en antro y en
cuerpo, por cepas con mas de un tipo de secuencia sefal (s1a y s2), pero solo un tipo de
region media (m2). Mukhopadhyay y col. ® en Calcuta, India estudiaron a 78 pacientes; 55
pacientes con Ulcera péptica y de 23 pacientes con gastritis, caracterizando las cepas por
diferentes métodos moleculares tales como: RAPD, deteccién de la isla de patogenicidad-cag
y la genotipificacidn del gen vacA. La existencia de infeccién multiple se determind en 14
pacientes por RAPD; en otros11 pacientes por la deteccion de cepas con y sin la isla de
patogenicidad-cag y en 4 pacientes con la presencia de cepas con genotipos de vacA s1y
s2. Sin embargo, no se realizd la caracterizacion por familias s1a y s1b, ni se encontrd

asociacion del genotipo con llcera péptica, pero si se hallo una clara asociacion de las cepas

tipo s1 con ia presencia de la isla de patogenicidad cagA.

Otros trabajos documentan la infeccién multiple con base en la caracterizacion del gen
cagA por PCR e iniciadores especificos, por hibridacion de colonias y por southern blot con
sondas especificas. "#%'2% Estos trabajos reportan pacientes colonizados con cepas de H.
pylori cag- y cag+. Finalmente otras evidencias de infeccion multiple estan basadas en los
diferentes patrones de susceptibilidad antimicrobiana a metronidazol, reportandose que en
algunos paciente se identifican cepas sensibles y cepas resistentes a este antimicrobiano, en

un mismo cultivo 42,
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A diferencia de la menor frecuencia de infeccién multiple documentada en trabajos
previamente citados, en el presente estudio se encontré que el 60% de nuestros pacientes
presentaron infeccion multiple con cepas de H. pylori con diferentes alelos de vacA,
sugiriendo que en ia poblacién estudiada en México, la infeccion multiple sea comun. A partir
de este hallazgo y con la exposicion de los primeros reportes presentados en congresos
nacionales e internacionales por nuestro grupo, otros investigadores en nuestro pais, como el
de Gonzalez y col { Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional siglo XXI), realizaron la
caracterizacion individual de colonias aisladas del cultivo primario de cada uno de sus
pacientes en estudio, encontrando que de su poblacién de nifios y adultos, el 95% de los
pacientes con Glcera duodenal, el 37% con gastritis y el 52% de nifios con dolor abdominal
crénico recurrente, presentaron infeccién con cepas de genotipos de vacA diferentes
(comunicacién personal). Este fendmeno de infeccion multiple en pacientes mexicanos
observado por nuestro grupo, parece ser un fenémeno gue ocurre frecuentemente. Un factor
de riesgo probablemente importante sea la edad de los pacientes, como es el caso de
nuestra poblacién de estudio, donde ios pacientes tienen un intervalo de edad entre los 40 y
80 afos que presentan probablemente colonizacion cronica por H. pylori, permitiendo a la
bacteria tener variaciones genéticas por recombinacion u otros mecanismos dando origen a
otros genotipos, o bien que estos pacientes hallan estado expuestos a infecciones por tipos

de cepas diferentes a lo largo de su vida. A diferencia de otros

En éste estudios, se caracterizaron los cultivos primarios de H. pylon y las colonias
individuales aisladas a partir de los cultivos primarios de cada paciente, para la identificacién
de las familias de las regiones del gen vacA por PCR y los iniciadores especificos propuestos
por Atherton y col. * La caracterizacion de los cultivos primarios y de las colonias individuales

aisladas en nuestra poblacion nos permitio: determinar la frecuencia real de infeccion maltiple
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por genotipos diferentes de vacA, conocer que alelos de vacA se encuentran infectando a
nuestros pacientes y conocer la proporcién de cada uno de los genotipos de vacA de las

cepas de H. pylori que estan infectando’a los pacientes.

Ademds, con la caracterizacion individual de las colonias por PCR se encontraron
cepas de H. pylori que no pudieron ser caracterizadas en una o ambas regiones del gen
vacA, lo que indico que estas cepas presentaban mayor diversidad en su secuencia de
nucleotidos en ambas regiones del gen que codifica para la citotoxina vacuolizante y que no
habian sido descritas. Con base en los hallazgos reportados anteriormente se expone la
conveniencia de caracterizar cierto nimero de colonias individuales (por lo mencs 10
colonias por paciente) en poblaciones como la nuestra, para determinar la frecuencia de

infeccion por cepas multiples.

El hecho que no existan mas trabajos que reporten la infeccion multiple con H. pylori
de genotipos diferentes de vacA, se debe probablemente a que: (i) la mayoria de los autores
trabajaron con una colonia procedente del cultivo primario y se aduce como representativa de
la infeccion, infiriendo que para un estémago una cepa, como fue previamente descrito por
Blaser y col '''2% quienes no realizan la caracterizacion de colonias individuales; (i) o que
los métodos empleados para determinar la variacion alélica del gen vacA no sean los
adecuados por la baja sensibilidad del mismo; tal es el caso de los estudios realizados por
Van Doorn y col % que utilizé el método de hibridacion reversa utilizando el DNA del cultivo
primario donde probablemente solo sean detectados los genotipos con mayor numero de
copias, ignorando a las colonias que no pueden ser caracterizadas con este metodo; (iii) o
que la historia de la infeccion por H. pylori sea diferente en paises desarrollados, con

respecto a los paises en vias de desarrollo, ya que estd documentado que los factores de
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riesgo como e! nivel socio-econdémico, las practicas de higiene, el hacinamiento, el

,8,15,17.51

tabaquismo, el consumo alto de sal en la dieta, entre otros 7 asi como también,

factores del huésped como la predisposicion genética, el tipo de complejo mayor de

132 gtc influyen en la infeccion y determinan

histocompatibilidad y el tipo de antigeno Lewis,
el desarrollo de la enfermedad; (iii) por ultimo, se deben realizar estudios en poblaciones de
paises como el nuestro para explicar la alta frecuencia de infeccién mdiltiple y cuales son los

factores de riesgos que nos predisponen a este fendmeno y que probablemente determinen

el desarrollo del cuadro clinico.

La razén por gue la infeccién multiple fue mas frecuente en pacientes mexicanos, no
es clara. La coexistencia de cepas con genotipo diferente de vacA en pacientes adultos,
pudiera explicarse porque, durante su nifiez estos individuos fueron infectados por un tipo de
cepa y que la persistencia del microorganismo en la mucosa del estdmago, inciuso por

819.50,51.512808293 16 han favorecido una

muchos afios, ha propiciado rearreglos genéticos,
mayor diversidad de genotipos de vacA como un proceso de adaptacion natural al huésped y
a su medio; o alternativamente que desde el inicio de la infeccién la poblacion de H. pyloriha
sido diversa, explicando su interaccién de diferentes maneras. Pfimero, que cepas de H.
pylori de genotipos diferentes de vacA en una misma poblacién no tengan competencia entre
ellas, permitiendo la libre sobrevivencia de todas las cepas con genotipo diferente. Segundo,
que algunas cepas con determinados genotipos puedan conferir ventajas sobre otras,
favoreciendo el predominio de un tipo de cepa en la poblacién o en un nicho ecologico
determinado. Tercero, que la interaccion de cepas de genctipos diferentes en una poblacion
favorezca un sinergismo entre ellas, determinando el desarrollo de la enfermedad. Cuarto,

que se presente una reinfeccidén continua con cepas de genotipo diferente a lo largo de la

vida.
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La consideracidon de coexistencia e infeccién multiple, puede tener implicaciones
clinicas y epidemiolégicas importantes; una de ellas seria predecir el prondstico del paciente
dependiendo del genotipo de la cepa o cepas que se encuentran colonizando la mucosa
gastrica. Atherton y col 7. sefialan que el tipo de secuencia sefial (s1a >s1b) del gen vacA es
responsable del grado de inflamacién (infiltracion de neutrofilos y de linfocitos) en mucosa
gastrica y el tipo de regién media (m1) es responsable del dafio a el tejido epitelial
(degeneracion epitelial, deplecion de moco y erosiones microscépicas en el tejido). 387 En un
estudio realizado en Estados Unidos se encontré que el 90% de los pacientes con ulcera
duodenal tuvieron cepas tipo s1, donde los pacientes infectados con cepas tipo s1a de vacA
presentaron mayor probabilidad de desarrollar Ulcera péptica que pacientes con cepas tipo
s1b y mucho menos probable cuando presentaron cepas s2, las que se aislaron en mayor
frecuencia de pacientes asintomaticos. De igual manera, otros estudios realizados en
Alemania, el Reino Unido y Holanda han reportado que los pacientes con ulcera péptica
tuvieron cepas tipo s1 y que las cepas tipo s2 fueron raras en estas poblaciones. En general
hasta ahora, los resuitados obtenidos sugieren que las cepas tipo s2 de vacA no son
ulcerogénicas o tienen una participacion minima en el desarrollo de la Ulcera péptica, a

diferencia de las cepas tipo s1a.

Probablemente la distincion entre cepas tipo s1a y tipo s1b puede ser principalmente
académica; ya que en términos practicos todas las cepas tipo s1 son potencialmente
ulcerogénicas. Sin embargo, el principal problema con la tipificacion de vacA es que los
métodos moleculares usados como; PCR e hibridacién con sondas especificas de DNA son
usualmente realizados en investigacion. Quizas la deteccidn de anticuerpos contra la toxina

es mas simple pero su relevancia no es clara, ya que la produccion de anticuerpos no
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correlaciona bien con la actividad in vitro de la toxina producida por la cepa infectante y su

relacién con los genotipos de vacA es desconocida.

Otra implicacién importante es el éxito del tratamiento del paciente con infeccion
muitiple. Se ha reportado que las cepas tipo s1/m1 son mas sensibles a la terapia con
antibiéticos, por estar mas expuestas a éste, en un tejido con mayor grado de inflamacién y
deplecién de la capa de moco gastrico, donde el antibiotico puede alcanzar mayor
concentracion. Por el contrario, las cepas tipo s2/m2 son mas resistentes al tratamiento,
evento que no es claro, probablemente por encontrarse en un nicho ecologico casi normal,

donde la capa de moco esta casi intacta.®

A pesar del gran nimero de publicaciones relacionadas a la eficacia del tratamiento
antimicrobiano en la erradicacion de la infeccion por H. pylori, aun contindan interrogantes
importantes, como son, (i) diferenciar oportunamente la reinfeccion de la ineficacia de la
erradicacion de la infeccion por cepas resistentes y (i) si se deberia de considerar el
diagndstico y el tratamiento de los miembros de la familia ya que frecuentemente el
tratamiento es personal y se omite investigar a otres miembros de la familia que pudieran
presenten sintomas similares. Es claro que la participacion de la familia del enfermo en la

transmisién vertical es un factor de riesgo importante para perpetuar la infeccion.

£n cuanto a la distribucion de los genotipos vacA, el genotipo secuencia sefial stb de
H. pylori estuvo presente en el 80% de los pacientes estudiados, el genotipo s2 en el 45% de
éstos y el genotipo s1a en el 10%. Nuestros hallazgos son comparables con los reportados
en otros paises de América Latina, como son: Costa Rica, Colombia y Peru 92 donde el

genotipo predominante fue s1b con el 98.6%, mientras que ninguno de ellos reporto cepas
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con el genotipo s1a. Estudios realizados en Portugal y Espafia **** han reportado resultados
similares, donde las cepas con el genotipo s1b fueron aisladas mas frecuentemente en el

88.7%, a diferencia del genotipo s1a con el 11.3%.

En contraste con estudios de otras poblaciones con caracteristicas étnicas diferentes,

92

como son la anglosajona y la asiatica el genotipo predominante ha sido sla para
anglosajona y el tipo sic para ia asiatica con un 78.6% y un 77.1%, respectivamente. Los
resultados anteriores sugieren una distribucion de genotipos por region geografica y por raza
étnica. Una posible explicacion sobre ia distribucion de genotipos de vacA en las poblaciones
y areas geograficas diferentes seria; que la infeccion esta relacionada con una cepa
ancestral que ha afectado a poblaciones con antecedentes histdricos, genéticos,
socioeconomicos y culturales comunes. Esta hipétesis se apoya con los trabajos realizados
por Kersulyte y col. *' y por Van Doorn y col. * quienes realizaron la caracterizacion de los
genes cagA y vacA por secuenciacion y por PCR con iniciadores especificos, ademas de la
caracterizacion por secuenciacion de una region de DNA localizada en el extremo 3' de la
isla de patogenicidad cag de 500 cepas de H. pylori procedentes de Espafa, Peru,
Guatemala, Africa , Louisiana, Missouri, Ohio, Tennessee, China, Hong Kong, Japdn,
Caicuta, Suecia y Lituania. Las secuencias de nucledtidos del gen cagA y el genotipo m1 de
vacA de las cepas de H. pylori de los pacientes de Peru tuvieron una alta homologia con las
cepas de ios pacientes de Espania, no asi con las cepas de pacientes de Asia y del norte de

Europa. Lo anterior sugirié que las cepas de H. pylori fueron diseminadas del continente

Europeo hacia el continente Americano a partir de su descubrimiento.
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Lo que sugiere que esta cepa ancestral (de un solo genotipo) a través del tiempo bajo
presiones haya originado genotipos diversos, como el resultado de adaptaciones a un

huésped con caracteristicas y medio ambiente particulares.

Ademas, en este trabajo, se ha mostrado que las cepas de H. pylori aisladas det grupo
de estudio son mas diversas en la region secuencia sefial y en la region media del gen vacA.
Esto lo sefiala el analisis de secuencia de nucledtidos y la falta de caracterizacion de alelos
de vacA con los inicladores especificos para cada region (previamente descritos) 4 ademas

de la deteccién por primera vez del genotipo s2/m1.

Las secuencias nuclectidicas de las cepas mexicanas no caracterizadas en la
secuencia sefal y en la regién media del gen vacA, mostraron varias sustituciones en los
sitios de reconocimiento para los iniciadores especificos para una o ambas regiones, razon
que nos explica la falta de amplificacion con los iniciadores propuestos por Atherton 4
mostrando la variacion genética por la sustitucion de bases, probablemente en el proceso de
recombinacién, que sugiere la existencia de expansion clonal en poblaciones de H. pylor.
Estos resultados se apoyan con los de otros investigadores que describen variacion geneética

8 caracterizé en Alemania 158

en el gen vacA en sus poblaciones. Strobel y col.
aislamientos de H. pylori, procedentes de pacientes con Ulcera péptica. En el 18% no
determind el tipo de region media con los iniciadores propuestos por Atherton. La
secuenciacion de esta regién en sus cepas reveld varias sustituciones de bases en el sitio de
reconocimiento de los iniciadores con relacion a las regiones medias tipo m1 y tipo m2, sin
embargo estas cepas presentaron una alta homologia entre ellas, permitiendo clasificarlas en
l. 93

una nueva subfamilia denominada region media tipo m1a. Por otro lado Van Doorn y co

realizaron un estudio de la expansion en la diversidad alélica del gen vacA con el analisis
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filogenético de 98 cepas de H. pylori provenientes de diferentes partes del mundo,
determinando por secuenciacién la existencia de una nueva familia de la secuencia senal
que denominé sic. Esta nueva familia muestra homologia con fragmentos det tipo s1a y del
tipo s1b considerandola una recombinante de estos dos subtipos que estuvo presente casi
exclusivamente en pacientes del Este de Asia. Ademas, el analisis de la region media de

estas cepas, reveld dentro de la familia tipo m2 un nuevo subtipo designado m2b.

En el caso de las cepas mexicanas, nuestros resultados maostraron que el 11.5% de
las cepas no fueron caracterizadas en la regidn secuencia sefal y el 2.75% en la region
media utilizando los iniciadores propuestos por Atherton . El andlisis de secuencia de
nucledtidos de la regién secuencia sefnal de las cepas mexicanas no tipificadas en esta
regién mostrd, sustituciones de bases en el sitio de reconocimiento de los iniciadores
especificos para las familias s1a, s1b, s1c y s2 permitiendo agrupar a nuestras cepas de H.

pylori en un nuevo tipo de familia de secuencia sefial la que se designo s1d.

El andlisis de secuencia de la regién media mostré que la mayoria de las cepas
presentan una alta homologia con las cepas tipo m1. Sin embargo, una cepa tipo m2
presenté una delecion de 48 pares de bases (que involucran a 16 aa) en la regién media con
respecto a la cepas de referencia Tx30a y 87-203. Contrariamente a lo reportado por Ji y
col.*® quienes reportan que las cepas tipo m2, presentan una insercion de 21 aa, que no
presentan las cepas tipo mf1 en su region media que es lo que determina la diferencia

fenotipica (actividad vacuolizante) entre ellas.

Con ta delecién presente en la region media tipo m2 del gen vacA de nuestra cepa

(128) no podria aclarar si hay o no alguna implicacién fenotipica que repercuta de alguna
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manera con la actividad, pues la delecion se encuentra fuera de la regién reportada como

importante para la actividad citotéxica.

Ultimamente, Pagliaccia y col. han reportado que la falta de actividad de la citotoxina
vacuolizante de las cepas tipo m2 en células Hela, es por falta de expresién de receptores
especificos para el tipo de citotoxina en ésta linea celular y no debido a que la citotoxina
carezca de actividad. Cuando se inoculd la citotoxina tipo m2 en la linea celular RK13 se

observo efecto vacuolizante, semejante a la citotoxina de las cepas tipo m1 *®

, sugiriendo
que la actividad citotdxica es especifica del receptor expresado en las células. Sin embargo,
se desconoce cual es el receptor especifico para cada tipo de citotoxina vacuolizante y en
que tipo de célula esta presente. Si esto es cierto, el conocer el receptor especifico nos

permitiria determinar que tipo de epitelio ademés del epitelio gastrico seria propicio para la

colonizacion de H. pylori y su posible asociacion con otras enfermedades.

La mayoria de los sobrenadantes de los cultivos de las cepas de H. pylori con el
genotipo s1b/m1 presentaron actividad citotoxica media en los ensayos con celulas Hela.
Estos resultados fueron comparables a lo descrito previamente 4 donde se asocia los
genotipos tipo s1b/m1, s1b/m2 y s1a/m2 a media y baja actividad citotoxica vacuolizante. Los
sobrenadantes de los cultivos de las cepas de H. pylori con el genotipo s2/mZ2 no presentaron

actividad vacuolizante, resultados comparabies con estudios previos 4

Sin embargo en nuestro estudio, hubo tres sobrenadantes de cepas con genotipo
s1b/m1 y dos de cepas con genotipo s2/m2, que presentaron alta actividad citotdxica,
contrario a lo mencionado anteriormente. No sabriamos explicar claramente porque |0s

sobrenadantes de cepas de estos genotipos (s1b/m1 y s2/m2) de H. pylori aisladas de
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nuestros pacientes presentaron actividad alta, 6 porque hubo dos sobrenadantes de cepas
s1b/m1 que no presentaron actividad citotoxica, probablemente estas cepas en sus
secuencias de nucledtidos del gen vacA presenten sustituciones que origen una proteina con

actividad diferente a la esperada

Estudios posteriores deberan de realizarse con la finalidad de determinar la
secuenciacion completa del gen vacA de cada una de las cepas mexicanas de Helicobacter
pylori, y deducir la secuencia de aminoécidos y determinar con técnicas moleculares los aa
importantes involucrados en la actividad vacuolizante. Generar una proteina no citotoxica
capaz de recocer receptores e inducir la respuesta inmune que neutralice la actividad

citotoxica vacuolizante de las cepas de H. pylori mas frecuentes en nuestra poblacion.

La ausencia de asociacion entre el genotipo de las cepas con la actividad citotdxica y
el cuadro clinico del paciente, sugiere que mas de un factor de virulencia esta invoiucrado en
el desarrollo de enfermedad ademas, que debe de considerarse a otros factores de riesgo

del huesped y del ambiente.

Debido a la aita frecuencia de infecciéon multiple por cepas de H. pylori con genotipos
diferentes en algunos pacientes, medidas preventivas deberian de tener mayor atencion.
Debera de considerarse el desarrollo de una vacuna efectiva contra factores especificos de
patogenicidad, como es la citotoxina vacuolizante, que tiene actividades biologicas diversas e
importante en la patogenia de la Ulcera péptica y participa en el desarrollo de enfermedades
mas graves, como el adenocarcinoma y linfoma géstrico. En terminos de vacunacion,
ademas, se requiere de un inmunoégeno polivalente que otorgue proteccion por un periodo

prolongado (quizas afos), ya que probablemente en nuestro medio la infeccién maltiple por H
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pylori es debido a exposiciones constantes a lo largo de la vida con cepas de genotipos

diferentes.
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CONCLUSIONES.

La infeccion multiple con cepas de H. pylori de diversos genotipos de vacA fue
evidenciada con la caracterizacion de colonias individuales de cada uno de los pacientes

estudiados.

Con base a los resultados obtenidos podemos decir que en un individuo coexisten

capas de diferente genotipo y que la hipotesis de “ una cepa un estomago” es nula.

La distribucion de los genotipos de vacA en los tres grupos de pacientes: ulcera

péptica, Ulcera gastrica y gastritis, no presento diferencias significativas,

El genotipo de vacA mas predominante en nuestros tres grupos de estudio fue s1b/m
seguido de s1b/m2, s2/m2 y muy raramente el genotipo s1a/m1. Por primera vez se detectd

el genotipo s2/m1.

La actividad citotoxica vacuolizante de la cepas aisladas de los pacientes fue variable,

no se encontrd asociacion entre el genotipo de vacA ni el cuadro clinico del paciente.

Algunas cepas de H. pylori del genotipo s1b/m1 mostraron actividad citotdxica diversa,

aunque en mayor frecuencia estas cepas mostraron actividad citotdxica media. Ademas 2

cepas con genotipo s2/m2 presentaron actividad citotoxica alta.
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La falta de caracterizacién como s1a, s1b, s2, m1 y m2 del gen vacA en algunas
cepas de H. pylori fue debido a la presencia de sustituciones de nucledtidos en el sitio

complementario de la secuencia del iniciador especifico para cada una de las familias.

Se caracterizé y determind una nueva secuencia sefial del gen vacA en cepas de H.

pylori aisladas de pacientes mexicanos, que se denomind s1d.

A diferencia de la secuencia sefal de las cepas mexicanas, en la region media se

encontré menos sustituciones de nucledtidos en la secuencia de bases en el sitio de

complementaridad para los iniciadores especificos que caracterizan las familias m1 y m2.
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PERSPECTIVAS

Debera de determinarse si la infeccion multiple y la heterogenicidad entre |las cepas
que infectan a un individuo son o no son factores de riesgo para determinar el desarrollo o

severidad de la enfermedad.

Debera de estudiarse con el uso de diversas técnicas moleculares (DGGE, TTGE,
RFLP, secuenciacién, mutaciones dirigidas etc.) el gen completo para establecer una
clasificacién del gen vacA diferente a la propuesta por Atherton, que nos permita asociar la
variabilidad de éste gen con la actividad vacuolizante de las cepas, probando lineas celulares

con diferente sensibilidad para la citotoxina. y encontrar su asociacién con el cuadro clinico.

Estudiar si la infeccion multiple y la heterogenicidad entre las cepas que infectan a un

mismo paciente es por infecciones independientes o por recombinaciones de las cepas a

traves del tiempo.
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Helicobacter pylori virulence determinants have not previously been studied in detail in Latin Americans with
H. pylori infections. We characterized the rac4 (vacuolating cytotoxin gene A) and cagd (cytotoxin-associated
gene A) types of more than 400 single-colony isolates from 26 patients in Mexico City. For 17 patients H. pylori
strains of two or more different vacd genotypes were isolated from gastric biopsy specimens, indicating
infection with two or more strains of H. pylori. The most frequent vacd genotype was slb/ml. vacd diversity was
more marked than that described previously, in that isolates from seven patients had untypeable vacd
midregions and isolates from nine patients had type sl signal sequence coding regions which could not be
further subtyped. Previously undescribed vacA type s2/ml strains were found in five patients. All patients were
infected with cagd-positive strains, but occasionally, these coexisted with smail numbers of cagd-negative
strains. In conclusion, coinfection with multiple H. pylori strains is common in Mexico, and vacd in these
strains is genetically more diverse than has been described in other populations.

Helicobacter pylori infection is the main cause of duodenal
and gastric ulceration (4. 23, 27) and is an important risk factor
for the development of distal gastric adenocarcinoma and gas-
tric lymphoma (9, 28). However, most people infected with .
pvlori do not develop these conditions in their lifetimes. One
factor that affects who develops disease is bacterial virulence.
Two bacterial virulence determinants linked with discase are
the passession of a pathogenicity island, for which the gene
cagA (cytotoxin-associated gene A) is a marker (5, 6, 12), and
productiont of a cytotoxin which induces vacuolation of cul-
tured epithelial cell in vitro (10, 14, 18, 23, 29). Although all /.
pvlon strains possess the gene encoding the cyrotoxin. vacA,
only about 40% of U.S. strains express HeLa cell vacuolating
activity in vitro (7, 32). Analysis of vacA4 from different U.S.
strains shows that alleles differ, particularly in their midre-
gions, and these alleles may be one of two types (ml or m2).
The alleles in their signal sequence regions also differ, and
there may be one of three types (sia. slb, or s2). All combi-
nations of vac4 signal sequence and midregion alleie types
have been described except s2/m1 (2). In a U.S. study, the vacA4
genotype was associated with cytotoxin activity in vitro (sla >
sib > 52 and m]1 > m2) and with peptic ulceration (sla > slb
or 52) (2, 3). Other preliminary studies have supported the
finding that vacA s2 strains are rarely associated with ulcers but
have also found that such strains are uncommon in many
populations (17, 20).

In this study, we aimed to assess the vac4 and cagAd geno-
types of H. pylori strains infecting Mexican patients. It quickly
became apparent that these patients were infected with mul-
tiple strains with different vac4 genotypes. In this paper we
describe in detail the vacA and cagA genotypes of the multiple
strains infecting Mexican patients and the vacuolating activities
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of pooled groups of strains from each patient. Also, we de-
scribe strains which cannot be adequately typed by the pub-
lished PCR-based system and. for the first time, strains with
the vac4 s2/ml genotype.

MATERIALS AND METHODS

Patient characteristics and gastric biopsy specimen collection. We obtained
gasinie biopsy specimens from 20 unselected H. pwon-infected patients (median
age. 54 years; age range, 30 to 66 years) undergoing upper gastroinestinal
endoscopy a1 Hospitat de Alia Especialidad de Perrelens Mexicanos, Mexice
City. Mexico: 6 of these patients had duodenal uleeration, 6 had gasiric uicer-
ation. and 8 had nonuleer dyspepsia, From each patient, one hiopsy specimen
from each of the gasiric antrum and the corpus was placed immediately in
Stuart’s { 16) medium and was wansported 1o the laboratory within 3 h. A second
biopsy specimen from each site was placed in 10+ formatin saline for later
histological examination. This was processed routinely, and adjacent sections
were stained with hematoxylin and eosin and a modified Giemsa stain, Between
endoscopies. endoscopes and biopsy forceps were cleaned thoroughly with de-
tergent. disinfected by submersion in ethanol for 20 min, and then rinsed in
sterite water, Ethical approvai for the study was obtained from the South Central
Haospital Ethical Committee. and all patients gave written informed consent to
participate in the study.

H. pyiori cuitnre end chromosomal DNA extraction. H. pvfon was cultured by
smearing biopsy specimens on the surfaces of horse blood agar plates { 10 horse
bloud in Casman agar base [BBL Microbiology Systems. Cockeysville. Md.]),
which were incubated in 57 oxygen—10% carbon dioxide for 72 h at 37°C for up
10 5 days (16, 30). The antral and corpus biopsy specimens were studied sepa-
rately, Typical colonies were identified as H. pylort by murphology following
Gram staining (gram-negative spiral or curved rods) and biochemical testing
{positive urease. oxidase, and catalase tests). The rest of the colonies were
harvested into three batches with a sterile cotton swab. Batch [ {257 of otat
colonies) was used for DNA extraction as described previously {13, and this &
referred 10 25 the “mudtiple.colony sample.” Batches 2 {25 of colonies) and 3
(507 of colonies) were stored at —70°C in 15 ml of brucella broth (BBL
Microbivlogy Systems) with 10 fetal calf serum and 15% glycerol until use.
Batch 2 was used for later assessment of vacuolating cvtotoxin activity, as de-
scribed below. Baich 3 was later thawed and recuitured on blood agar plates as
described above. Between 9 and 12 colonies were picked separately from these
plates and were then passed onto individual plates. Chromosomal DNA was
extracted from these “single-colony isolates” as described above. Great care was
taken at all times not 10 cross-contaminate samples.

vacA and cagd genotyping by specific PCR ampiification. The vacd signal
sequence and midregion were typed by allelic type-specific PCR as deseribed
previously (2). In brief, each strain was typed as vacd signal region type sla, slb,
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or $2 by performing three separate PCR assays, each with a different allelic
type-specific forward primer {based on the difference in the region encoding the
second haif of the vacd signal sequence) and a common reverse primer. As a
check, each strain was also typed with conserved forward and reverse primers
designated to amplify a product from all vacA alleles. but a larger product was
obtained from s2 alleles than from sla and s1b afleles (the last two alleles cannot
be differentiated by this method). Product sizes were differentiated on a 2%
agarose gel. The vaeA midregions were typed as m1 or m2 by performing two
separate PCR assays, each with two allelic type-specific primers. Conditions for
thermal cycling were 35 cycles of 94°C for 60 s, 52°C for 60 s, and 72°C for 60 s.
PCR detection of cagA was as described above, except that annealing was at 59°C
and a 10-min elongation step was used after the final cycle (22),

Quantitative assessment of vacuolating activity. Stored samples (from batch 2.
described above) infected with strains of different vacd types {multiple-colony
samples} were recultured as described earlier. A swab of multiple colonies was
then used 10 inoculate 25 mi of brucella broth with 10% fetal calf serum. Culture
was for 72 h under microaerobic conditions (as described above) with gentle
agitation. Culture supernatants were concentrated 40-fold by ultrafiltration as
described previously (8, 11), These concentrated culture supernatants were in-
cubated with HeLa cells in twofold serial dilutions from a total of 1:3 to 1:160 as
described previously (11, 13, 24). Cells were observed for up to 48 h for the
development of vacuoles. The maximum dilution of the sample that produced
vacuolation in more than 30% of the HeLa cells was defined as the cytotoxin
activity score for a sampte. Uninoculated broth was used as a negative control,
and broth culture concentrates from straing 60190 (7) and Tx30a (2, 7) were used
as posilive vacuolating and negative vacuolating controls, respectively.

RESULTS

Histology. H. pyiori isolates were seen in all antral and all
corpus biopsy specimens. All biopsy specimens showed poly-
morphenuclear and round cell infiltration.

vac4 and cagA typing of multiple-colony sampies. More than
one vacA ailelic type was identified in 18 of the DNA speci-
mens from the 40 multiple-colony samples and in a total of 13
of 20 patients. For the vacA signal region, type slb alleles were
most common and were found in 31 of 40 samples and 16 of 20
patients. Type s2 alleles were found in 12 of 20 samples and 9
of 20 patients, and type sla alleles were found in both antral
and corpus biopsy specimens from 2 of 20 patients (Tabie 1).
In total, 10 of 40 multiple colony samples contained more than
one vacd signal sequence type and 8 of 20 patients were in-
fected with at least two strains with different vacA signal region
types. Regarding the vacd midregion, type ml alleles were
found in both antral and corpus biopsy specimens from 19 of
20 patients, and type m2 alleles were found in 15 of 40 samples
and in 10 of 20 patients. Type m2 alleles were always found
with m1 alleles except in one patient whose antrum and corpus
were both infected with pure m2 strains. No relationship be-
tween vacA allelic type and preference for antral or corpus site
of gastric colonization was found. No relationship between the
sequence of endoscopy and the occurrence of multiple H.
pylori vacA types was found.

Vacuolating cytotoxin activity of muitipie-colony samples.
Of the 40 muitiple-colony samples assessed for vacuolating
cytotoxin activity, broth culture supernatants from 33 caused
vacuolation in Hel.a cells {(Table 1). The seven samples that
did not produce vacuolating activity were from five patients
infected with strains of different vacA types, but all strains had
type s2 and/or type m2 vacA alleles. Of the 33 cytotoxic sam-
ples, supernatants from 4 produced vacuolation in more than
80% of Hela cells at all dilutions. All four of these samples
contained vacAd sla or slb and m1 isolates (Table 1).

vacA and cagd typing of single-colony isolates. To try to
explain the finding of multiple vac4 genotypes in single biopsy
specimens, we took between 9 and 12 single colonies from both
the antrums and the corpora of all 20 patients and typed these
single-colony isolates. In 12 of 20 corpus specimens and 14 of
20 antral specimens, we found sirains with different vacA types,
and data for 26 of 40 of these specimens are shown in Table 2.
As expected, the single-colony isolates and single vacA signal
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TABLE 1. vacA and cag4 genotyping and cytotoxic activity based
on multiple-colony sweeps from primary culture plates®

Subject  Endoscopic cagd  ¥acd allelic type detected Vacutc.’lf‘g"g
+ A activi
ne. diagnosis SIS Signat region Midregion titer”
1 No ulcer a2 + slb ml, m2 1.3
¢ + slh ml, m2 1.3
2 Noulcer a + slb ml. m2 1.3
4 + slb, s2 ml 1.3
3 GU a + s1b ml, m2 1.6
c + slb, 52 ml. m2 1.3
4 DU a + slb, 52 ml, m2 13
¢ + sib, 52 ml, m2 1.3
S DU a + slb, s2 m1i 1.6
[ + slb, s2 mi 2Xx
6 DU a + slb, 52 ml 2.2
C + slb ml 0.7
7 Noulcer a + slb mi ¥
c + slb mi 1.6
8 Noulcer a + slb ml 1.3
c + slb ml, m2 —
9 DU a + slb, s2 ml. m2 -_
< + slb ml 1.3
10 DU a + 51b ml 0.7
c + s1b ml 07
11 GU a + slb ml 1.6
c + . slb ml 1.6
12 GuU a + sib, 52 ml —
c + sib mi 1.6
13 GU a + sib mi, m2 —
c + sib, s2 ml, m2 —
14 GuU a + slb ml 1.6
[ + sib mt 1.6
15 Noulcer a + sl® ml 1.3
C + sl ml 1.3
16 Noulcer a + slb ml 1.6
+ sl ml‘ 1.3
17 Nouvlcer a + slb ml 1.9
¢ + sib ml, m2 1.6
18 Dy a + sla ml 1.3
c + sla mi, m2 1.3
19 GU a + sla ml v
[ + sla ml 1.6
20 Nouicer a + s2 m2 _
C + 52 m2 -

“ Abbreviations: DU, duodenal ulcer; GU, gastric ulcer: a, antrum; c, corpus,

* Expressed as log,o dilutions of 40-fold-concentrated broth culture superna-
tants which induced vacuolation in >30% semiconfiuent HeLa cells.

¢ These samples induced vacuolation in >809% of HeLa cells at all dilutions.

¢ —, these samples did not cause HelLa cell vacuolation.

¢ When the wicA allelic type is designated 51, the sla and slb subtypes could
not be determined.
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TABLE 2. cagA and vacd genotypes of single-colony isolates
from patients with maultiple infection”

. No.of No. of cagd- -
Surl')éect Site?  colonies positive vacA allehcftypels detected
' tested colonies {no. of isolates)
1 a 10 8 slb/ml (8), s1b/im2 (2)
c 10 10 sltyml (9), s1b/m2 (1)
2 a 9 9 slbrml (5), s1b/m2 (4)
C 10 ¥ sib/ml {6), s2/m1 (1), si¥/ml (2).
slb/mir (1)
3 a 10 10 sib/ml (6), sib/m2 (2), sl/ml (2}
¢ 10 10 slb/ml (7}, s2/m!l (2}, sib/m2 (1)
4 a 11 11 sityml (10), s2m2 (1)
¢ 10 10 slb/ml (8), s2/m2 (2)
5 a 10 10 slb/ml (9), s2/ml (1)
c 11 WY sib/ml (8), s2/ml (2), slb/mO (1)
6 a 11 11 slb/ml (7), s2iml (3), sl/ml (1)
8 c 10 10 slb/ml (7), sib/m2 (3)
] a 10 10 slb/ml (6), slb/m2 (1), s2/m2 (3}
12 a 10 10 slb/ml (9), s2/ml (1)
13 a 10 10 slbyml (8), sIb/m2 (2)
c 10 0 sib/ml (6), slb/m2 (2), sZ/m2 (2)
14 [ 10 10 slb/ml (8), sl/ml (2)
15 a 10 10 sl/ml (9), si/m0 (1)
16 a 10 10 slb/m1 (6), sl/ml (4)
c 1t i sth/ml (8), slml (2)
17 a 10 10 sib/ml (8), sl/ml (1), slbo/mO (1)
c n I slb/ml (8), sl/ml (1), slbrm2 (1)
13 c 10 A slarmi (3), starm2 (4), si/ml (3)
19 a 12 12 slaymi (7Y, sla/m0 (2), si/ml (3)
c 10 1) slaml (73, sl/mi (3}
20 a 10 7 s2/m2 (7), sl/m2 (2), s2/m0 {1)

“ Data for patients or biopsy specimens not infected with sirains of multple
type are not included.

® a. antrum: c. CoTpus.

¢ The cagsl-negative colonies from these biopsy specimens were vac4 slb/ml.

4 When the vacA alielic type is designated sl, the sla and sib subtypes could
not be determined.

* When the vacd allelic type is designated m(, the midregion type could not be
determined.

!/ The cagA-negative colony from this biopsy specimen was vacA siml.

* The cagA-negative colonies were vacd sl/ml.

A Oue cagd-negative colony was vacA s2iml and two were vacA s2/m2.

and midregion types, and we assume that they represent single
strains. For three patients {patients 7, 10, and 11) colonies of
only a single vacA signal and midregion type were found in
both the antrums and corpora, for three patients colonies of a
single type were found in the antrums and mixed colonies were
found in the corpora, for five patients mixed colonies were
found in the antrums and single vacA types were found in the
corpora, and for nine patients mixed colonies were found in
both the antrums and the corpora. Five patients were infected
with strains with the vacA s2/m1 genotype. which has not pre-
viously been found to occur naturally. By typing single-colony
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isolates, we found multiple vacA types in five patients in whom
this had not been expected from the typing of the muitiple-
colony samples. Strains which were vac4 sl were found in nine
patients, but these could not be subtyped as vacA sla or s1b.
Strains for which the vac4 midregion could not be typed as m!
or m2 were found in seven patients. cagAd-positive strains pre-
dominated and were found in both the antrums and corpora of
all 20 patients, However, six patients also had low numbers of
cagA-negative isolates: for four patients in the corpus biopsy
specimen and for two patients in the antral biopsy specimen.
Overall, infection with two or more strains with ditferent vacA
genotypes was found in 17 of 20 patients.

DISCUSSION

This paper provides the first detailed description from a
developing country of Helicobacter pylori typing with the viru-
lence marker genes vac4 and cagA4. The first important finding
is that single biopsy specimens from Mexican patients are in-
fected with strains of multiple vacA types. That our findings
were not due to a poor specificity of PCR amplification is
confirmed by the finding that single-colony isolates gave single
vacA signal region and midregion types on every occasion.
When biopsy specimens from different gastric sites in the same
patient were also considered, al} but three of our patients had
evidence of infection with two or more strains with different
vacA genotypes. The methodology that we used will underes-
timate infections with muitiple types of strains, as two biopsy
specimens do not adequately sample the whole stomach. Mul-
tiple-strain infection is well described in developed countries
(15, 19, 21. 26, 31), but it is not clear why it is so much more
extensive in Mexican patients. The coexistence of strains with
different vacA genotypes could be explained in several different
ways. First, different vacd and cagd genotypes might offer no
competitive advantage to strains. Second, the different geno-
types could confer different advantages that allow the strains 1o
survive in slightly different ecological niches within a gastric
biopsy specimen. Finally, multiple continuing infections with
strains of different genotypes may be occurring. The final pos-
sibility would have important implications for reacquisition of
infections after treatment.

In the Mexican context of multiple infections with strains of
different vacA genotypes, we have shown that there is more
diversity in the vacA signal and midregions than was described
previously (2), in that some strains had vacA alleles which were
not fully typeable with previously described PCR primers. We
also describe, for the first time, alleles with the s2/m1 genotype.
This is an important finding, as not being able to find such
strains previously had been an argument for clonal expansion
of H. pylori populations and against the occurrence of recom-
bination between H. pylori strains within vacA in vivo, The
finding of all combinations of the signal sequence and the
midregion in vacA is much more consistent with the results of
multilocus enzyme electrophoresis studies (15), which sug-
gested frequent past recombination between H. pylori strains.
Recombination within vac4 may also explain why vacA alleles
from other strains are not readily typeable, although genetic
diversity generated by mutation could explain this equally well.

Analysis of vacuolating cytotoxin activities of the primary
cultures of strains of mixed vacA types in this study is consis-
tent with the previous description of the different vacuolating
activities of strains of different vac4 genotypes (2, 3). vac4
s1b/m1 strains are described as having lower vacuolating activ-
ity than vacA sia/mli strains, and the vacuolation in 30 to 80%
of HeLa cells described here for most specimens infected with
strains of multiple vecAd types is less than the vacuolation in
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>80% described for sla/ml strains from the United States (2,
3). Isolates from five patients in this study did not cause vac-
uolating activity, and all had vacd s2 and/or m2 alleles, which
have previously been shown to confer little or no vacuolating
activity {2). The samples from four patients infected with
strains of mixed vacd types induced vacuolation in >80% of
HeLa cells at all dilutions, and these sampies contained sla or
slb/ml vacA strains, which have previously been shown to be
associated with higher levels of cytotoxin activity (2). Hetero-
geneity between sampiles in terms of vacuolating activity was
evident, but this is to be expected, as there is marked hetero-
geneity between strains with identical vac4 genotypes (2), and
additionally, the relative contributions of individual strains in
these specimens infected with strains of multiple vacA types
will vary.

This study has important implications for the pathogenesis
and clinical management of H. pylori infection in Mexico and
other developing countries. Studies from the United States
that link infection with strains of different vac4 and cagd
genotypes with gastroduodenal disease are not directly appli-
cable to populations like that in Mexico, in which infection
with muitiple strains of different vaed and cagd genotypes is
common. Whether these “virulence markers” have any impact
on virulence in this setting remains to be determined. How
infections with strains of different genotypes have arisen, in
particuiar, whether they are acquired in childhood or through-
out adult life, is also of considerabie clinical importance and
requires urgent further study. The important implication for
treatment would be that antibiotic treatment of H. pylori in-
fection would not be an effective clinical strategy in individual
patients if they were immediately reinfected with another
strain. Furthermore, if vaccines became available, continuing
infection in adult life would mean that these would have to
provide lifelong protection to be effective and would need to be
polyvalent for effective protection.
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