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INTRODUCCION

Helicobacter pylori una bacteria patégena Gram-negativa que infecta el estémago
fue descubierta en 1983 por los australianos Warren y Marshall. Es reconocida
como el agente causal de la gastritis cronica, el principal factor de riesgo para el
desarrollo de tlcera gastrica y estad relacionada con el cancer gastrico. Existen
algunos marcadores de virulencia perfectamente identificados tales como los
genes vacA y cagA, pero; en estudios recientes se ha encontrado que H. pylori
contiene otro gen llamado vapD, éste ha sido encontrado y caracterizado en
otras bacterias también patégenas como Dichelobacter nodosus, Neisseria
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, etc; en las que ha sido considerado como
factor de virulencia.

Hallazgos preliminares en México han sugerido que este gen es polimorfico sin
embargo se desconoce el significado de éste. Tampoco se conoce la frecuencia
de dicho polimorfismo y si éste tiene asociacion con marcadores de virulencia y
enfermedad. De ahi la importancia de estudiar su frecuencia y determinar si en
las cepas aisladas de individuos mexicanos dicho gen en sus formas normal y
polimorfica se asocia a virulencia y asi poder relacionarlo con los marcadores de
virulencia previamente estudiados.

En este estudio se utilizaron aleatoriamente 123 cepas de H.pylori, provenientes
del cepario del Centro Médico Nacional Siglo XXI de la Unidad de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria, Seccién de
Bacteriologia. Dichas cepas fueron aisladas de individuos mexicanos a partir de
biopsias de adultos con tlcera péptica (duodenal y géastrica), adultos con
gastritis, nifios con dolor abdominal recurrente (siglas en inglés RAP Recurrent
Abdominal Pain), nifios con gastritis y jugo gastrico de individuos mexicanos
voluntarios, dentro de los cuales se encuentran: indigenas (taraumaras, ndhuatl,
huicholes) con sintomatologia géstrica (agruras, dolor abdominal) y voluntarios
de la secciéon de Bacteriologia (todos asintométicos); por udltimo, cepas tipo
(utilizadas como cepas de referencia).

De cada una de las muestras se realiz6 el cultivo, aislamiento e identificacion

para poder llevar a cabo la extraccion de DNA por el método de GES y



posteriormente genotipificar a vapD, por medio de PCR. Por dltimo se realiz6
Southern blot para corroborar la presencia del gen.

Este trabajo explora el potencial clinico de vapD, ya que en otras bacterias es un
importante marcador de virulencia, sin embargo hasta ahora se desconoce su

papel en la patogenia del H. pylori.



MARCO TEORICO

Antecedentes histéricos. En 1892, el investigador italiano Bizzozero report6
bacterias espirales habitando glandulas gastricas y a nivel de caniculas de las
células parietales en el ambiente acido del estomago de perros (1.2, Después
1899 el profesor Walery Jaworski investigé los sedimentos de los lavados
géstricos obtenidos de seres humanos, encontrando bacterias en forma de
espiral. El fue el primero en sugerir un papel posible de este organismo en la
patologia de enfermedades gastricas (). Posteriormente entre 1950 y 1960,
Susumo Ito, realizé una descripciéon anatémica detallada de la mucosa gastrica
en microscopio electrénico y publico fotografias de un microorganismo espiral

con flagelos.

Mientras tanto en 1979, los australianos Warren Robin y Marshall Barry
observaron en la mucosa géstrica de pacientes, un microorganismo de forma
espiral, y empezaron un estudio en pacientes con varios sintomas
gastrointestinales, no fue si no hasta 1983 que aislaron a la bacteria de la
mucosa del estbmago en humanos y fueron los primeros en cultivarla y
relacionarla con gastritis crénica y enfermedad ulcerosa , gracias a que
olvidaron los cultivos de biopsias gastricas en la incubadora en Semana Santa y
los revisaron hasta el cuarto o quinto dia de incubacién, al revisar las cajas
observaron colonias transparentes (Imm). Posteriormente el bacilo se cultivé en
agar sangre en un ambiente microaerofilico @). En 2005 los doctores Marshall y

Warren ganaron el premio No6bel de Medicina por este descubrimiento.

En un principio se le consideraba como parte de la familia de Campylobacter,
ésta bacteria es parecida a Helicobacter pylori en varios aspectos: en la morfologia
curva, crecimiento en medio rico y en ambiente microaerofilico y sensibilidad a
metronidazol. Por ello, en 1985 se conocia como Campylobacter pyloridis. En 1989
un Comité internacional, basado en diferencias ultra estructurales y genéticas

decidié excluirla de este género, denomindndolo finalmente por su nombre


http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Walery_Jaworski&prev=/search%3Fq%3Dhelicobacter%2Bpylori%26hl%3Des%26lr%3D

actual. Desde ese afio se le considera la especie tipo de un nuevo género,

Helicobacter en el que existen al menos otras 19 especies @.

Como un hecho sobresaliente cabe mencionar que en agosto de 1997 se publicé
la secuencia completa del genoma de H. pylori 26695, s6lo 15 afios después de
que se cultivara por primera vez. Era el sexto genoma de procariotas
secuenciado. Posteriormente en Enero de 1999, se secuencié el genoma
completo de J99, otra cepa de H. pylori, permitiendo la comparacién de los

genomas.

El conocimiento del genoma ha permitido estudiar entre muchas otras cosas,
los genes especificos de H. pylori, que son esenciales para la colonizacién, la

patogenicidad o la supervivencia de la bacteria @).

Se conoce el tamafio exacto del genoma de ambas cepas, la cepa 26695 de
1.667,867pb y la cepa J99 de 1.643,831pb. El contenido promedio de G+C en
ambas cepas es de 39% y la diferencia en el contenido de genes especificos de

cepa es de un 6% ©).

Los genomas secuenciados, contienen dos copias de los genes 16S y dos juegos
de los genes 55-23S del rRNA, ademés la cepa 26695 contiene un gen extra del

55 rRNA. Ambos genomas codifican para 36 especies de RNAs de transferencia

6,

MICROBIOLOGIA

H. pylori es una bacteria Gram-negativa, curva, espirilada, que mide
aproximadamente 3.5 por 0.5 micrémetros, posee multiples flagelos en uno de
sus polos (de 5 a 6), lo que lo hace altamente moévil ). Es un microorganismo de
crecimiento lento. Toma aproximadamente 5 a 7 dias, para poder apreciar las
colonias en medios sélidos, y para su crecimiento en el laboratorio se requiere
de condiciones de microaerofilia (10% de CO2) y medios artificiales ricos en

nutrientes como: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa, y sales, como



cloruro de sodio y bisulfito de sodio, suplementados ademas con sangre de
caballo, polienriquecimiento, suero fetal bovino (SFB) o combinaciones.

Produce adhesinas que le permiten su adherencia a las células epiteliales (1.8,9).

Su caracteristica bioquimica mds sobresaliente es la abundante produccion de la
enzima ureasa, que cataliza la hidrolisis de la urea en amonio y biéxido de
carbono. La liberaciéon del amonio beneficia a la bacteria puesto que neutraliza
parcialmente el ambiente &cido del estémago (el cual tiene como proposito
matar bacterias) siendo éste un mecanismo importante para la sobrevivencia de
la bacteria en un ambiente con pH muy &acido debido al jugo gastrico. Es

ademas catalasa y oxidasa positiva (10,11),

El amonio es, sin embargo, toxico para las células epiteliales, junto con otros
productos de H. pylori, entre los que se incluyen, proteasa, catalasa, y

fosfolipasa.

Se ha sugerido que bajo condiciones de estrés ambiental, H. pylori puede
convertirse de su forma espiral a una cocoide. Algunas investigaciones han
sugerido que esta, es una forma de resistencia del organismo. Sin embargo otras
sugieren lo contrario ya que no han podido cultivarla. La forma cocoide se ha
encontrado en suministros de agua y al parecer estd implicada en la
epidemiologia de la bacteria. Se ha encontrado también que la forma cocoide

puede adherirse a las células epiteliales géstricas in vitro ©).

En la actualidad se conocen otras especies de Helicobacter asociados con la
mucosa gastrica y mucosa intestinal de diferentes hospederos como H. acinonyx
aislado de mucosa gastrica de chitas, H. mustelae de hurones, H. nemestrinae de
monos, H. suis de cerdos etc., sin embargo, la tinica especie involucrada con el

humano y su enfermedad es H. pylori.


http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro&prev=/search%3Fq%3Dhelicobacter%2Bpylori%26hl%3Des%26lr%3D
http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro&prev=/search%3Fq%3Dhelicobacter%2Bpylori%26hl%3Des%26lr%3D
http://64.233.179.104/translate_c?hl=es&u=http://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro&prev=/search%3Fq%3Dhelicobacter%2Bpylori%26hl%3Des%26lr%3D

EPIDEMIOLOGIA

Los humanos son el reservorio natural de H. pylori se infectan por lo regular a
edades tempranas (2. Se estima que mas de la mitad de la poblacién mundial
estd infectada y que la prevalencia de la infeccién es mucho mayor en paises en
desarrollo (70-90%) que en desarrollados (25-30%) y se incrementa con la edad.
En México a la edad de 10 afios el 50% de los nifios se encuentran ya infectados

y globalmente el 66% de la poblacion esta infectada (12).

Se desconoce el mecanismo de transmision sin embargo existen varias hip6tesis
al respecto. Una sugiere que la infecciéon por H. pylori se adquiere en la infancia,
y se relaciona al contacto cercano con individuos infectados, especificamente

por la relacién con la madre, el padre y otros nifios infectados.

Se descarta la posible existencia de reservorios animales por tanto no existe una
zoonosis. Sugiriendo que la forma de transmision es de persona a persona (oral-

oral, fecal-oral o iatrogénica) (13)

La ruta de transmision oral-oral se sustenta en que estéd identificado DNA de la
bacteria en saliva, lengua, paladar, cavidad oral y placa dental, considerandose
esta tltima un potencial reservorio. La via iatrogénica es un problema solo si
no existe una correcta desinfecciéon de tubos de endoscopia que han tenido

contacto con la mucosa géastrica (1314),

RESPUESTA DEL HUESPED A LA INFECCION

La adherencia de la mucosa antral por Helicobacter pylori produce una reaccién
inflamatoria aguda con el consiguiente dafio en las células epiteliales. Ciertos
productos quimiotacticos se liberan desde la bacteria mientras las células
epiteliales producen interleuquina-8 y se genera una activaciéon local de

polimorfonucleares. Esta respuesta se ve potenciada por otros factores del



huésped, como las citoquinas proinflamatorias, IL-1 y TNF alfa, con la posterior
produccién de enzimas proteoliticas y radicales libres de oxigeno por parte de
los neutroéfilos. La reaccién inflamatoria dafia, evidentemente, el epitelio y las
células adoptan una forma cuboidea, con pérdida de la continuidad de las
uniones estrechas intercelulares, y se conforman los cambios tipicos de una

gastritis aguda antral.

En la medida que la respuesta inflamatoria aguda se va atenuando, comienzan
a llegar los linfocitos y monocitos, y se inicia en esta forma una reaccién
inflamatoria crénica, provocando cambios en la fisiologia del estémago y
duodeno ya sea por dafio directo a las células o porque algunas de estas

citocinas actian sobre células que regulan la produccion de acido (5.

ENFERMEDADES ASOCIADAS

Dispepsia no ulcerosa. Se denomina también dispepsia funcional o no ulcerosa
y se define como dolor en la parte alta del abdomen (“en la zona del estémago”)

que no estd causando por lesiones del aparato digestivo.

Este tipo de patologia es totalmente BENIGNA (no se asocia con ningun tumor)

y es muy frecuente en nuestro pais.

Gastritis. La gastritis es un padecimiento que consiste en la inflamacién o
hinchazén del revestimiento del estomago. La mucosa géstrica estd enrojecida,
presentandose en diversas formas de imdgenes rojizas en flama o hemorragias
subepiteliales. Puede ser que solo una parte del estomago esté afectada o toda la

esfera géstrica.
La gastritis tiene varias clasificaciones:

e Gastritis aguda: Es una enfermedad totalmente curable, sobre todo si es

tratada por un médico experto en la materia.



e Gastritis crénica: En un estudio endoscépico e histolégico, este tipo de
gastritis presenta la mucosa palida con segmentos descoloridos; en un
examen histoldgico se observan las glandulas gastricas en menor
cantidad de transtornos en su distribucién y morfologia. Los sintomas
clinicos son inespecificos o ninguno.

e Gastritis erosiva: Las erosiones son superficiales y mualtiples, caso
contrario a lo que sucede con una tlcera, la cual generalmente es mas
profunda y penetra a la capa muscular.

e Gastritis atrofica: Esta puede considerarse la Gltima fase de una gastritis
crénica, la cual ante una imagen endoscépica muestra la descripcion de
los pliegues, observandose los vasos sanguineos de la submucosa y la

pared de la mucosa se ha perdido en partes o en su totalidad (5.

Ulcera péptica. Uno de los transtornos que con mas frecuencia afecta a la
poblacién de finales de siglo, es la enfermedad acido péptica, definida como el
conjunto de sintomas y signos débiles a la acciéon de los jugos digestivos, dcidos
en su naturaleza, sobre estructuras que no estdn preparadas para entrar en
contacto con ellos, como es el caso del eséfago, o que han perdido la capacidad

de protegerse de aquellos, como puede suceder con el estomago o el intestino.

El término de tdlcera se aplica en el caso del tracto intestinal digestivo a lesiones
tipo erosiéon que ocurren en el tejido que recubre las visceras huecas del mismo
como el estébmago y el intestino delgado. Normalmente, aquellos tejidos estdn
compuestas por células especializadas que pueden resistir la accion de los
acidos del jugo gastrico y revestidos por una capa de moco secretado por otro
tipo de células, que evita el contacto directo entre el acido y la pare de los
6rganos. La pérdida de esta proteccién, por medio de diferentes vias, hace que
el tejido expuesto al fluido digestivo sufra cambios similares a los produce una

quemadura quimica.

Este es quiza el campo en el que han ocurrido la mayor parte de los cambios en

cuanto al conocimiento de las tlceras por cuanto hoy en dia se acepta que entre



el 80 y 95% de ellas son debidas a la infeccion por Helicobacter pylori. Se sabe en
la actualidad que la bacteria penetra las células que recubren el estémago y
duodeno y cambia las condiciones del entorno para protegerse a si misma del

acido gastrico.

En este proceso dafia las barreras de proteccién de las células y estas se ven

afectadas por las secreciones digestivas, causando la lesién. Fig. A

H.Pylori  Acido Ulcera
'\ Clerhidrico

- Produccion de

r’ , sustancias que

- \l I #’ danan la capa

de moco

Fig. A Dafio de las barreras de proteccion de las células gastricas

La clasificaciéon que con maés frecuencia se emplea para referirse a las tlceras

estd basada en la localizacion de las mismas dentro del tracto digestivo.

De esta manera, las tlceras pueden dividirse en dos grandes grupos: las
gdstricas y las intestinales. A las primeras puede agregarse subsecuentemente
otro vocablo que determine su localizacién especifica dentro del estomago. Por
ejemplo, tlcera pilérica, fandica o antral, son términos que describen la parte
del estomago en donde el médico ha detectad la lesiéon (Fig. B). Entre las
dlceras intestinales, las mas frecuentes son las duodenales, es decir, aquellas

que ocurren en la primera porcién del intestino delgado.
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Fig B. Ubicacion de las tlceras pépticas

Linfoma MALT. Es un linfoma tipo B extranodal del tejido linfoideo asociado
con la mucosa. Se define también como linfoma de células B de la zona
marginal extranodal tipo MALT. Representa 7.6% de los linfomas no Hodgkin.
El linfoma MALT gastrica representa entre 1 y 7% de las neoplasias gastricas,

afecta mas a hombres y la incidencia es de 1 caso/10.000 habitantes/afio.

El mecanismo mas aceptado en la patogénesis del linfoma MALT es que los
linfocitos B y T se retinen en la mucosa como parte de la respuesta inmune
contra Helicobacter pylori y la produccion de citoquinas. Adn no esta claro si esta
proliferacion de los linfocitos B necesita la presencia constante de H. pylori como

un factor antigénico.

El estimulo inmunolégico que dan los linfocitos T de la mucosa explica la
tendencia que muestra el linfoma MALT de bajo grado a permanecer localizado
y regresar después de erradicar el Helicobacter pylori. Las alteraciones genéticas
se mantienen hasta que se alcanza una etapa de crecimiento auténomo que
culmina, finalmente, en la transformacién de un linfoma de bajo grado en un
linfoma de alto grado primario originado sin una etapa de transformacién.
Ademas, el hecho de que una minoria de los pacientes infectados por
Helicobacter pylori lleguen a tener un linfoma MALT, permite plantear que
ciertos factores, ya sean ambientales, genéticos: mutacion, delecién, t (11; 18) (q

21; q21) o bacteriol6gicos (CagA), puedan tener un papel en su patogenia (5.



Cancer gdstrico El cancer gastrico es la segunda causa maés frecuente de muerte
relacionada con cancer. Esta neoplasia, segin su ubicacién, se divide en
gastroesofagica, proximal y distal. Los dos primeros tipos con un mecanismo
patogénico diferente del distal. Mas de 90 % de los tumores son
adenocarcinomas, otros son linfoma, carcinoide y GIST. El adenocarcinoma
gastrico puede ser de tipo intestinal o difuso. El primero presenta varias etapas:
gastritis superficial, gastritis atrofica crénica, metaplasia intestinal, displasia y
cancer.

Hay fuerte evidencia de que el Helicobacter pylori incrementa el riesgo de
adenocarcinoma gastrico y desde 1994 esta clasificado como carcinégeno tipo I
(definitivo), principalmente con base en los estudios seroepidemiolégicos de

casos -control.

DIAGNOSTICO

Existen diferentes métodos para diagnosticar la infeccion producida por H.
pylori. Los métodos pueden diferenciarse segin el tipo de muestra que se
utiliza, si requieren o no la endoscopia (agresivos o no agresivos) y a la forma
de detectar el microorganismo (directamente la propia bacteria o de forma

indirecta) Tabla A. (3,16),

Tabla A: Principales métodos de diagnéstico utilizados en la infeccién por H.

pylori.

AGRESIVOS (BIOPSIA | NO AGRESIVOS
GASTRICA)




Cultivo Técnicas moleculares:
jugo gastrico, saliva o
DIRECTOS Histologia heces
Técnicas moleculares (en Antigeno en heces (en
investigacion) investigacion)
Prueba del aliento con
urea (UBT)
INDIRECTOS Ureasa rapida
Serologia
Anticuerpos en saliva (en
investigacion)
TRATAMIENTO

Es necesario conocer la sensibilidad in vitro a los diferentes antibidticos que se

pueden utilizar en la erradicaciéon de H. pylori, ya que la resistencia a los

antimicrobianos se relaciona con un mayor fallo del tratamiento (16,

H. pylori es sensible a un gran nimero de antibiéticos in vitro aunque no son

siempre ttiles in vivo, debido a diversos factores como:

e El antibiotico no llega a las zonas profundas de la mucosa gastrica donde

se encuentra H. pylori

e El antibidtico es inactivado por el pH 4cido del estémago.

e Las condiciones en las que la bacteria se encuentra en el estémago, no

son facilmente reproducibles en el laboratorio.

e Se pueden desarrollar resistencias durante el tratamiento.

Compuestos utilizados en el tratamiento

Compuestos no antibioticos:

e Sales de bismuto.




e Inhibidores de la bomba de protones de las células parietales géstricas
(Omeprazol, Lansoprazol, Pantoprazol, Rabeprazol).
e Antagonistas de los receptores H2 (Ranitidina, Famotidina, Cimetidina).

e Ranitidina citrato de bismuto (RBC).

Antibiéticos:

e Betalactamicos: Amoxicilina.
e Macroélidos: Azitromicina, Claritromicina y Roxitromicina.
e Nitroimidazoles: Metronidazol, Tinidazol.

e Tetraciclina.

Opciones de tratamiento (19 Se deben utilizar tratamientos combinados ya que
la monoterapia no ha demostrado utilidad clinica. Se pueden emplear pautas
dobles, triples o incluso cuadruples. Las pautas dobles alcanzan porcentajes de
erradicaciéon mas bajos y generalmente se recomienda pauta triple. Las pautas
dobles incluyen un antibiético y un agente antiulceroso. Las triples asocian dos
antibidticos y un agente antiulceroso. En las cuadruples se administran dos

antibioticos y dos agentes antiulcerosos.

Entre las pautas mas utilizadas para el tratamiento de la infeccién producida

por H. pylori se pueden citar:

e Inhibidor de la bomba de protones + Macrélido (Azitromicina,
Claritromicina, Roxitromicina).

¢ Ranitidina citrato de bismuto + Macrélido .

¢ Inhibidor de la bomba de protones + Amoxicilina + Macrélido .

e Subsalicilato de bismuto + Metronidazol + Tetraciclina + Antagonista de
los receptores H2.

e Subcitrato de bismuto + Amoxicilina + Metronidazol.



Estas pautas se recomiendan a las dosis habituales y durante un periodo de 7 a

10 dias de tratamiento.

PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA

A pesar de la alta incidencia de la 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
gdstrica tiene una funcién determinante en el desarrollo de la enfermedad. Se
han propuesto varios mecanismos de virulencia para H. pylori, uno de ellos es la
producciéon de ureasa [114. Esta 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 mas abundantes, ya que constituye el 5% del total de proteinas
del microorganismo. La ureasa hidroliza la urea y necesita que dos iones de
nickel (Ni2+) se fijen en su sitio activo redituando amonio y biéxido de carbono.
El amonio es un agente neutralizante del acido clorhidrico del estémago, y
ocasiona transitoriamente un pH gastrico neutro. Este proceso permite que H.
pylori se mueva rdpidamente y atraviese la capa de moco para llegar al epitelio
gdstrico [1.6],

El amonio como producto final del desdoblamiento, tiene una funcién
importante en la inflamacién induciendo la respuesta inmune, ya que el amonio
actiia como factor quiomiotactico que activa a los mondcitos y leucocitos
polimorfonucleares para liberar citocinas y ocasiona una respuesta inflamatoria

localizada con dafio del tejido del epitelio gastrico. 1 Fig. C
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Fig. C. Factores de virulencia de H. pylori. Durante la infeccién bacteriana llega al lumen géstrico donde
sobrevive al medio 4cido gracias a la enzima ureasa. El flagelo de H .pylori sirve como motor para entrar
en la capa mucosa. H. pylori inyecta por medio del sistema de secrecién tipo IV la proteina CagA dentro de
la célula epitelial liberando citocinas que activan neutrofilos o monolitos. VacA induce la formacion de
vacuolas citotoxicas. La liberacién de proteinas activadoras de neutrofilos (HP-NAP) activan neutréfilos o
monocitos que liberan intermediarios reactivos de oxigeno causando dafio a las células epiteliales.

Otro marcador de virulencia es el lipopolisacarido (LPS) que posee en su
antigeno “O” los carbohidratos de Lewis “x” (Lex) o Lewis “y” (Ley) o ambos.
En un trabajo reciente se demostré 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 gastricas. La cepa MO19 tiene un LPS
tipo Lewis “y” 1 y la cepa P 466, expresa tanto Lewis “x” y Lewis “y” 1. Los
niveles de expresiéon de estos antigenos (Le) son diferentes entre cepas y
muestran variacion de fase estimulada por un pH acido en el medio y el tipo de
antigeno de Lewis que se exprese en la superficie de las células epiteliales y en
la superficie de las células sanguineas. Los genes involucrados en esta variacion

de fase son dos, glucosiltransferasa y un fucosiltransferasa (9.

La presencia de cagA(cytotoxin-associated gene A), y la expresiéon de la
actividad de la toxinavacuolizante por el gen vacA son dos de los principales

marcadores de virulencia descritos (21,22, 23),

Cag PAIL Aproximadamente el 60% de las cepas de H. pylori producen proteinas
codificadas por genes localizados en la denominada Isla de Patogenicidad de
cag (cagPAI) (8 20, 24) Esta Isla tiene un tamafio aproximado de 40 kb, con
alrededor de 40 genes y cagA es uno de ellos . cagPAl presenta caracteristicas
similares a las de otras islas de patogenicidad encontradas en E. coli, Salmonella
y Yersinia. Las caracteristicas de cagPAl son las siguientes: (i) su contenido de G
+ C es de 35% comparado con 39% del cromosoma bacteriano; (ii) contiene
genes putativos de virulencia; (iii) presenta una o dos secuencias de insercion
(IS605 y 1IS606) en algunas cepas; (iv) en otras cepas, estd flanqueada por
secuencias repetidas directas, las cuales participan de manera importante en la
integracion de la isla dentro del genoma bacteriano. La cagPAI puede estar

organizada de forma diferente dependiendo de la cepa que se estudie. La isla



puede ser continua en una misma region, o estar dividida en dos regiones cag I
y cag Il separada por una secuencia de insercion (IS605) o estar dividida en dos
regiones cag I y cag Il por secuencias del cromosoma bacteriano, flanqueado por
una secuencia de inserciéon (IS605), y que una o ambas regiones (cagl y/o cagll)
de la Isla presenten pérdidas parciales de nucleétidos. Estas variaciones en la
estructura de cagPAI pudieran explicar la existencia de cepas cagPAI- y cepas

cagPAI+.

Un factor de virulencia importante en la isla, es una proteina de membrana
externa denominada CagA, codificada por el gen cag que se encuentra
localizado en el extremo 3" de cagPAI Esta proteina con un peso molecular
entre 120 y 140 kDa, es altamente inmunogénica y su posible funcion

desconocida por mucho tiempo, ha sido, recientemente descrita (20, 25),

CagA es transportada directamente a las células epiteliales por un sistema de
secrecion de tipo IV, codificada por cag PAI ?7) donde induce que cinasas de las
mismas células produzcan la fosforilaciéon en sus residuos de tirosina, lo que a
su vez activa rutas de transduccién de sefiales y de plasticidad del citoesqueleto
(28). Estas sefiales se ven reflejadas por la aparicion de la formacién de
“pedestales” (protrusions) en la superficie de la célula infectada que dependen
a su vez, de la polimerizacién de actina en la membrana de la célula. Tanto el

sistema de secrecion de tipo IV como CagA son codificados por cag PAL

La detecciéon de anticuerpos contra CagA de H. pylori esta bien documentada.
(28) Jos primeros estudios donde detectaron distintos niveles de anticuerpos IgG,
por ELISA contra CagA, los cuales dependiendo de la severidad de la
enfermedad gastroduodenal fueron como se describe a continuacion: 87.5%, en
tlcera duodenal, 76% en tlcera gastrica y 56.4%, en dispepsia no ulcerosa. Las
diferencias encontradas fueron estadisticamente significativas (p<0.001) para
pacientes infectados con cepas CagA + y dulcera péptica. Por lo anterior se
propuso la expresion del gen cagA como un marcador de virulencia. En
pacientes infectados con cepas que tienen el gen cagA y expresan la proteina

CagA, se aprecia ademads una asociacién, con el desarrollo de gastritis activa



crénica, gastritis atréfica, tlcera péptica y un aumento en el riesgo de

desarrollar adenocarcinoma o linfoma géstrico.

El anélisis de nucledtidos del gen cagA, ha mostrado que la regién 5 esta
altamente conservada, mientras que la regiéon 3’ del gen presenta un ntimero
variable de secuencias repetidas que, al transcribirse, determina el tamafio de la
proteina CagA. El andlisis del extremo 3’ del gen cagA en 155 cepas cagA-
positivas, con base en su secuencia y organizaciéon estructural, permiti6
identificar cuatro alelos de cagA designados como tipos A, B, C y D. Las cepas
tipo C se han asociado con mayores niveles de anticuerpos anti-CagA en

pacientes con gastritis atréfica severa o con cancer gastrico.

vacA. En contraste a cagA, el gen vacA se encuentra presente en virtualmente
todas las cepas de H. pylori. La produccién de una citotoxina vacuolizante
(VacA vacuolating toxin A) es, sin lugar a dudas, otro factor de virulencia
importante de H. pylori. VacA es responsable de la formacién in vivo de
vacuolas en células del epitelio gastrico, asi como en diferentes lineas celulares
in vitro?% 29). La toxina se inserta asi misma dentro de la membrana de las
células epiteliales y forma un canal hexamérico dependiente de voltaje y anion
selectivo, a través del cual aniones organicos y bicarbonato pueden ser
liberados, posiblemente proveyendo a la bacteria con nutrientes. VacA tiene
como blanco la membrana mitocondrial donde causa la liberacion del citocromo

c e induce apoptosis.

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 fuera de la isla de
patogenicidad de cag. El gen vacA tiene aproximadamente 3, 864 pb, 5 ORFs vy,

s6lo uno de estos es el adecuado para codificar la citotoxina vacuolizante.

Desde 1994 se realizaron los primeros estudios en los que se reportd la
secuencia completa del gen vacA en las cepas de H. pylori 60190 (tox+) y 87-203
(tox-). El andlisis de un fragmento del gen vacA de 1, 541 pb mostré una
homologia del 64.8% entre las secuencias de nucleétidos de la cepa tox+ y la

cepa tox-. Se identific6 ademds una regiéon de aproximadamente 567 pb,



localizada a la derecha del gen vacA, que correspondi6 al gen del RNAt de la

cisteina-sintetasa, homologa a la de Escherichia coli.

En 1995 se analiz6 % una regién de 0.73 kb de vacA en 10 cepas tipo de H.
pylori, la cual correspondi6 a la region media del gen vacA. Esta region media
(m) mostré una identidad nucleotidica del 70.4% entre las cepas tox+ y las cepas
tox- y una identidad en aminoacidos del 58.7%. Con base en sus secuencias se
determinaron dos familias de alelos; alelo tipo m1 (para cepas con actividad
citotoxica) y alelo tipo m2 (para cepas sin actividad citotéxica). Se analiz6
también la secuencia de un fragmento de 0.5 kb, que correspondjia a la regién de
la secuencia sefial (s) del gen vacA, encontrandose diferencias importantes entre
las cepas tox+ y tox-. Con estos resultados se determinaron tres familias de

alelos para s; alelos tipos sla, s1b y s2.

Basados en las determinaciones antes citadas, se realizaron la caracterizacién
del gen vacA de 59 cepas de H. pylori, aisladas de pacientes con diferentes
patologias (Glcera péptica, gastritis y asintométicos) en los Estados Unidos,
empleando para ello iniciadores especificos (primers) y la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Amplificaron la regién de la secuencia sefial (sla, s1b, s2) y
la region media (m1 y m2) de cada una de las cepas de los pacientes estudiados
y reportaron que los pacientes presentaron cepas con los genotipos sla/ml,
sla/m?2, s1b/m1, slb/m2 y s2/m2, no encontrando pacientes con cepas con el
genotipo s2/m1, esto es con 4 de las cinco posibles combinaciones de alelos de s

y de m @3,

Al estudiar la actividad citotéxica in vitro de los sobrenadantes, de cada una de
las cepas aisladas de su poblaciéon de estudio, sobre monocapas de células
HeLa, observaron que presentaban diferente actividad citotoxica, alta, media, y
nula. En este mismo estudio, los autores observaron una asociacion
significativa entre el genotipo de vacA y la actividad vacuolizante, asi, las cepas
con el genotipo sla/ml eran las de mayor actividad citotéxica; las cepas con
los genotipos s1b/m1, sla/m2 y s1b/m?2 presentaron una actividad media; en

tanto que las cepas con el genotipo s2/m2 no presentaron actividad citotdxica.



Reportaron ademads que las cepas sla/ml se aislaban con mayor frecuencia en
pacientes con ulcera péptica, y que las cepas tipo slb/ml se encontraban
fundamentalmente en muestras de pacientes con gastritis; mientras que las

cepas s2/m2 se aislaban en mayor ntiimero de pacientes asintomaéticos (25 30),

Se sefial6 ademas que el tipo de secuencia sefial del gen vacA es responsable del
grado de inflamacién (infiltracién de neutréfilos y de linfocitos) en mucosa
gastrica y el de la region media del gen es responsable del dafio en tejido
epitelial (degeneracion epitelial, deplecion de moco y erosiones microscépicas
en el tejido) y que son las cepas tipo sla, las que se asocian a mayor infiltrado
celular en comparaciéon de las cepas tipo slb y s2 23). Las cepas con regién

media tipo m1 se asocian con mayor dafio a tejido que las cepas tipo m2.

Esta bien documentado, que los genotipos de vacA son buenos predictores de
enfermedad ulcerosa; en un estudio realizado en Estados Unidos se encontrd
que el 90% de los pacientes con tlcera duodenal tuvieron cepas tipo s1, donde
los pacientes infectados con cepas tipo sla de wvacA presentaron mayor
probabilidad de desarrollar tlcera péptica que pacientes con cepas tipo slb y
mucho menos probable cuando presentaron cepas s2, las que se aislan en mayor
frecuencia de pacientes asintomaticos. La distincién entre cepas tipo sla y tipo
slb puede ser principalmente académica, ya que en términos practicos todas las

cepas tipo sl son potencialmente ulcerogénicas.

La citotoxina VacA que es codificada por el gen vacA se sintetiza como una
protoxina de 140 kDa, la cual contiene tres dominios funcionales: una secuencia
sefial N-terminal de 33 aminoacidos (péptido lider de 3 kDa); la citotoxina
madura de 87 kDa y; un dominio C-terminal de 50 kDa asociado a la membrana
externa. Para ser excretada la protoxina presenta ruptura tanto en su porciéon
amino terminal (péptido sefial) como en su region carboxilo terminal quedando
un monémero de aproximadamente 95 kDa para formar una toxina madura
constituida por 6 6 7 monémeros que, al unirse, forman un arreglo estructural
que semeja una flor de 6 6 7 pétalos con un centro (anillo) de 30 nm de

didmetro. Cada monémero presenta un asa expuesta flexible, propensa a una



ruptura proteolitica que la divide en dos subunidades: una de 37 kDa y otra de

58 kDa ).

Se han reportado tres mecanismos de accién de la citotoxina vacuolizante. En el
primero, ocurre la formaciéon de grandes vacuolas en el citoplasma de las
células epiteliales, originadas a nivel perinuclear, hasta llenar completamente el
citosol de la célula y causar su muerte. El lumen de las grandes vacuolas
inducidas por VacA, tanto en el citoplasma de células en cultivo, como en el de
células epiteliales gastricas, se acidifica por la actividad de una bomba de
protones, gracias a una ATP-asa de tipo vacuolar unida a la membrana de estas
vacuolas [%]. 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 se cause deterioro, en la degradaciéon proteolitica dentro de los
lisosomas, ocasionando una disfunciéon letal para la célula. El segundo
mecanismo de accién, independiente de la formacién de vacuolas de VacA, es el
aumento en la permeabilidad de células al paso de moléculas de bajo peso
molecular, un fenémeno 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 de las monocapas da como resultado la
disminuciéon de la resistencia transepitelial a través de las células. El tercer
mecanismo de acciéon de la citotoxina es la formacién de canales a través de la
capa de lipidos de la membrana celular. El aumento en la conductividad de
iones en las membranazas endosomales ocasiona cambios osmoéticos que
aumentan la entrada de agua y, por consiguiente, un hinchaimento del

comportamiento endosomal.

Como ya se mencioné anteriormente H. pylori tiene dos genes asociados a
virulencia bien definidos (vacA, cagA). Se han descrito muchos otros genes
asociados a virulencia, sin embargo en pocos de ellos se ha podido confirmar

una participacion tan clara como la de vacA y cagA. En este trabajo en particular,



se estudio al gen llamado vapD, que se sabe tiene una participaciéon importante

en la virulencia de otras bacterias.

vapD. Recientemente se ha descubierto que algunas cepas de H. pylori
presentan también este gen que codifica para una proteina conocida como
VapD. Sin embargo, se desconoce la relevancia tanto del gen como de la

proteina en la virulencia de la bacteria. De ahi el interés por estudiar ambos.

La caracterizacion en 1994 1) de una region, asociada a virulencia, del genoma
de Dichelobacter nodosus, una bacteria anaerobia estricta causante de reblandecer
las pezuiias de ovejas, permiti6 identificar una serie de genes de virulencia Uno
de estos genes codificaba para la produccién de una proteina asociada a
virulencia, que a su vez presentaba una secuencia de aminoacidos similar, a una
proteina codificada por un plasmido criptico de Neisseria gonorrheae (causante

de la gonorrea).

En esta investigacion se clonaron fragmentos del genoma de D. nodosus. En uno
de esos fragmentos se encuentra el plasmido recombinante pJIR318, que fue
encontrado en todas las cepas virulentas de D. nodosus pero ausente en el 67%

de las cepas aisladas no virulentas de D. nodosus.

El 2.3-kb de DNA insertado de D. nodosus en pJIR318 se secuencié y demostré
que tiene cuatro genes potenciales. Uno de esos genes era vapD que era similar
al marco de lectura abierto 5 (ORF5) del plasmido criptico de Neisseria
gonorrhoeae, 'y el ORF2 del plasmido pVT736-1 de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, ademads de que la secuencia de nucle6tidos que encoda
la region de vapD tiene el 69% de identidad con la region intergenética entre

ORFA y ORFB del plasmido pTD1 de Treponema denticola 33).

Los anticuerpos contra Vap D han sido usados para mostrar que el gene vapD
esta expresado en D. nodosus. Los otros tres genes encontrados en pJIR318,
fueron vapB y vapC. La similitud con estos tres plasmidos indujo a sugerir que
la regién asociada a virulencia presente en pJR318 fue adquirido por la

integracion de un plasmido conjugativo de otras especies de bacterias.



El genoma de referencia de la cepa virulenta de D. nodosus A198, contiene tres
fragmentos Hindlll que se hibridaron con el plasmido PJIR318. Estos
fragmentos HindlIll han sido designados a 1, 2 y 3 regiones de vap D. El
Southern Blot indica que las regiones 1 y 2 contienen cada uno una copia de
genes vap A, vap B, vap C y vapD, mientras que la region 3 solo contiene vapD.
Demostrandose asi un sistema interesante de la trasferencia de material
genético entre diferentes bacterias y la evoluciéon de genes de virulencia dentro

de especies bacterianas (Fig D).
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Fig B. Un modelo de la evolucién de las tres regiones encontradas en la cepa virulenta A198 de
D. nodosus. Las regiones de vap estan indicadas por cajas abiertas. Los genes que van de vapA
hasta vapD estan representadas por letras A a la D, respectivamente. Las ventanillas y cajas
rayadas indican las secuencias asociadas a virulencia adyacentes de las regiones terminales de
vap de izquierda a derecha. Las cajas cerradas representan secuencias insertadas en la region de
vap después de la duplicacién (Katz y cols., 1994).

Posteriormente en el afio de 1997 se habla sobre el alto nivel de diversidad en
la region cromosomal de vapD en Helicobacter pylori ®2). Los aislados de H. pylori
de diferentes pacientes fueron caracterizados por la diversidad en las
secuencias de nucleétidos en genes individuales, variacion en el tamafio del
genoma y variaciéon en el orden de los genes. La diversidad genética fue
particularmente impresionante en los alelos de la citotoxina vacuolizante

(vacA).

Helicobacter pylori es una especie caracterizada por tener una marcada
diversidad genética y un nimero creciente de evidencias han asociado esto con

las consecuencias clinicas de la infeccidn.



Los aislados de H. pylori de diferentes individuos pueden ser distinguidos
tacilmente por un andlisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de la
restriccion del DNA (RFLP) o genes especificos. De este tipo de anélisis se ha

encontrado que:

1. Hay una marcada variaciéon en los mapas cromosomales de diferentes
aislados de H. pylori.

2. LaIsla de Patogenicidad cag y los elementos de la secuencia de insercion
estan presentes en muchas cepas pero no en todas.

3. Los datos del electroforesis de la enzima del multilocus indica que hay

una variacion alélica en las especies

La diversidad genética entre aislados de H. pylori es particularmente evidente
con los alelos de vacA. vacA tiene una estructura de mosaico, este consiste en
varias regiones que son conservadas y otras regiones que son altamente
divergentes. Los alelos de las dos familias de vacA (tipo m1 y m2) pueden ser
diferenciados por un anadlisis de en medio de la regién de vacA y los tres tipos
de secuencia sefial (sla, s1b y s2) también pueden ser diferenciados, Dentro de
una regién de 0.73kb de la secuencia de nucleétidos de vacA de tipo m1 y m2

los alelos de éste son solo el 70% idénticos.

Dentro de este estudio se analiz6é un fragmento de 4.2kb de la region de 5 = 3~
de vacA y se encontré que este contenia un ORF cercanamente relacionado con
el gene vapD de Dichelobacter nodosus. Por otro lado se reporté6 que aunque los
genes vacA y vapD estan localizados a solo 3.5kb en el cromosoma de la cepa
60190 de H. pylori, se demostré que la presencia de las secuencias de hibridacion

de vapD no son especificas para ninguna familia especifica de los alelos de vacA.

Otros resultados obtenidos fueron que en el mapa de 4.2kb que va de 5" > 37,
en las clonas B113 y B114 se encontraron 5 ORFs, de los cuales 4 estaban en

orientacion opuesta a vacA (Fig E):

e El ORF de 780 pb (feC), es homoélogo con la familia de transporte de

proteinas ABC, y con Haemophilus influenzae



e EIl PRF heme homologa con Yersinia etercolitica, H. influenzae
e vdIlC y vdID no fue encontrada alguna homologia con otros genes

bacterianos involucrados en el transporte de hierro
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Fig E. Mapa de 4.2kb de la region cromosomal 5" 3" de vacA en la cepa 60190 de H. pylori. Las
clonas B113 y B114 fueron aisladas de una libreria genémica del DNA de la cepa 60190 de H.
pylori. Los sitios de las divisiones de las endonucleasas de restriccién estan abreviadas como
sigue: B, BamHL H, Hindlll; S, Sacl; X, Xbal; y Xm, Xmnl. Las flechas indican las localizaciones
de los ORFs (Cao y cols, 1997)

Se determiné que la secuencia de nucleétidos de 258 pb en el cromosoma de H,
pylori fue idéntica en un 64.9% a la del gen vapD de D. nodosus, un 53.6%
idéntico al fragmento cromosomal de H. influenzae, un 66.0% idéntico al ORF2
del plasmido pVT736-1 de Actinobacillus actinomycetemconitans, y un 49.8%
idéntico al ORF5 del plasmido criptico de Neisseria gonorrhoeae. En adicién a la
exhibicién de estas homologias, la secuencia de nucleétidos de H. pylori tuvo un
70.9% de identidad a la porcién del plasmido pTD1 de Treponema denticola.
Posteriormente para determinar si la presencia de vapD estaba asociada con
genotipos especificos de wvacA, 31 aislados diferentes de H. pylori fueron
analizados por hibridacion de colonias con una sonda de vapD bajo condiciones
astringentes. Diecinueve (61.3%) de los 31 aislados produjeron sefiales fuertes.
Mientras que las 12 restantes fallaron en la hibridacién con la sonda de vapD.
Entre 20 aislados con tipos s1y s2 el 75y 36.3% respectivamente hibridaron con

vapD. Mientras que 15 aislados con el tipo m1 y 16 aislados con m2, el 8y 43.8%



hibridaron con vapD. Asi que, a pesar de la corta distancia entre vapD y vapA en
la cepa 60190 de H. pylori no hay correlaciéon con la presencia de ningtn
genotipo especifico de vacA.

Se ha determinado que el gene wvapD de H. pylori esta relacionado
estrechamente a los ORFs de tamafios similares de varias especies de bacterias.
En A. actinomycetemcomitans y N. gonorrhoeae, vapD ha sido encontrado en
plasmidos, mientras que en H. influenzae en cromosoma. D. nodosus lo puede
presentar tanto en cromosoma como en pladsmidos y se ha mostrado que
codifica para un producto de funcién atin desconocida. El gene cromosomal
vapD de D. nodosus constituye parte de una regién mas grande de vapD que se
encuentra de manera significativa con mayor frecuencia en aislados virulentos
que en no virulentos.

Las ocurrencias de la trasferencias horizontales de ADN vy las recombinaciones
homologas entre segmentos cromosomales de diferentes cepas de H. pylori son
probablemente factores importantes que contribuyen a su diversidad genética
La observacion de la presencia de vapD no esta estrictamente relacionada con
ningtn genotipo vacA especifico que provea una evidencia adicional en apoyo
a la estructura poblacional recombinante. Varias especies bacterianas con
estructuras poblacionales recombinantes, incluyendo N. gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis 'y  Streptococcus pneumoniage son patégenos naturalmente
transformables. H. pylori es también un patégeno naturalmente transformable.
Preliminarmente los estudios sugerian que el intercambio de DNA entre las
cepas de H. pylori pueden ocurrir por la transformacion natural y también la
conjugacion bacteriana.

Cabe mencionar que las investigaciones sobre este gen continuaron ya que en
el 2001 se publico el articulo “Induction of vap genes encoded by the virulence
plasmid of Rhodococcus equi during acid tolerante response”, en el cual se
menciona que esta bacteria patégena, pleomoérfica, Gram-positiva que afecta a
los potros jovenes cerca de los 5 meses de edad; causando una crénica
bronconeumonia supurativa asociada con una alto rango de mortalidad [?°l. Por

altimo en el afio 2004 fue publicado otro articulo llamado “Cloning, expression,



and purification of the virulence-associated protein D from Xylella fastdiosa”, la
bacteria Gram-negativa aqui mencionada es la causante de severas
enfermedades en cosechas de citricos, uvas, duraznos, ciruelas, y en arboles
como olmo, maple, cedro y también en café, los cual nos sigue indicando que

este gen efectivamente tiene relacion con virulencia (3).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La bacteria Helicobacter pylori es la causante de enfermedades como gastritis,
tlcera gastrica e inclusive cancer gastrico. Esta bacteria ha sido estudiada
genéticamente y se tienen bien definidos algunos marcadores de virulencia
como son vacA y cagA. En estudios recientes se ha encontrado que algunas
cepas de H. pylori contienen otro gen llamado wvapD, que ha sido encontrado y
caracterizado en otras bacterias como Dichelobacter nodosus, Neisseria
gonorrhoeae, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus influenzae, etc; en
las que ha sido considerado como factor de virulencia.

Hallazgos preliminares en México han sugerido que este gen es polimérfico sin
embargo se desconoce el significado de éste. Tampoco se conoce la frecuencia
de dicho polimorfismo y si éste tiene asociacién con marcadores de virulencia y
enfermedad. De ahi la importancia de estudiar su frecuencia y determinar si en
las cepas aisladas de individuos mexicanos dicho gen en sus formas normal y
polimorfica se asocia a virulencia y asi poder relacionarlo con los marcadores de

virulencia previamente estudiados.



OBJETIVOS
e Determinar la presencia del gen vapD en cepas de Helicobacter pylori
aislados de individuos mexicanos.
e Determinar la frecuencia de vapD y su polimorfismo en dichas cepas.
e Relacionar la presencia vapD y su polimorfismo con otros marcadores de

virulencia previamente estudiados.



HIPOTESIS

e Lascepas de H. pylori aisladas de individuos mexicanos que tienen el gen
vapD tanto en su forma normal como polimérfica podrian tener relaciéon

con otros factores de virulencia previamente descritos en H. pylori.



DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Observacional, Retrospectivo, Transversal exploratorio.

Poblacién de estudio: cepas de Helicobacter pylori aisladas de jugo

gdstrico y biopsias de pacientes mexicanos.

Criterios de inclusion:

Biopsias tomadas de individuos que no tomaban algiin medicamento
inhibidor de la bomba de protones, y que ademas presentaban rastros de
la presencia de la bacteria en tejido.

Cepas que cumplieran con todas las pruebas para la identificaciéon de H.
pylori (tincién de Gram, morfologia macroscépica y pruebas bioquimicas:
ureasa, catalasa y oxidasa)

Pacientes que mostraban histologia asociada a infeccién por H. pylori.

Criterios de exclusion:

Cepas que no cumplieran con todas las pruebas de identificacion.
Personas que lleven algiin tratamiento que contenga inhibidor de la
bomba

de protones.
Criterios de eliminacién:
Aquellas cepas que durante el proceso de cultivo se contaminen y la

contaminacion se expandi6 totalmente.

Variables: PCR, Southern blot



DIAGRAMA DE FLUJO

Cepas obtenidas de jugo gastrico y biopsias
géstricas de individuos mexicanos, cepario del
Hospital de Pediatria en el CMN Siglo XXI
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MATERIAL Y METODOS

Obtencién de cepas de Helicobacter pylori. Se utilizaron aleatoriamente 123
cepas de H.pylori, provenientes del cepario del Centro Médico Nacional Siglo
XXI de la Unidad de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de
Pediatria, Seccion de Bacteriologia. Dichas cepas fueron aisladas de individuos
mexicanos las cuales fueron obtenidas de biopsias de adultos con tlcera péptica
(duodenal y gastrica), adultos con gastritis, nifios con dolor abdominal
recurrente (siglas en inglés RAP Recurrent Abdominal Pain), nifios con gastritis
y jugo gastrico de individuos mexicanos voluntarios, dentro de los cuales se
encuentran: indigenas (taraumaras, ndhuatl, huicholes) con sintomatologia y
voluntarios de la secciéon de Bacteriologia (todos asintomaticos); por tltimo,
cepas tipo (utilizadas como cepas de referencia)Tabla 1.

Tabla 1. Numero y procedencia de cepas.

Procedencia No. cepas
Adultos con 15
Gastritis
*Adultos con UD 33
*Nifos con RAP 5
*Adultos con UG 14
Nifios con Gastritis 6
Voluntarios 34
Indigenas
*Voluntarios SN 10
*Cepas Tipo 6
TOTAL 123

Adultos con Ulcera Duodenal (UD), Nifios con Dolor Abdominal Recurrente (RAP), Adultos
con Ulcera Gastrica (UG), Voluntarios Sanos clinicamente, Cepas Tipo (cepas de referencia)

Posteriormente se tom6 100 pL de las cepas y éstas fueron cultivadas en placas
de agar soya tripticasa (Aldrich) con 7.5% de sangre de carnero con y sin
antibiotico. Las placas se incubaron con CampyPak (BD™ BBL™ CampyPak
Plus Microaerophilic System Envelopes with Palladum Catalyst), para lograr

tener un ambiente microaerofilico adecuado y se colocaron en una bolsa de



plastico cerrada a 37° C con 10% de CO2 hasta por 10 dias aproximadamente
(en algunas ocasiones se esperaba mas tiempo) dentro de la incubadora en
condiciones especiales para la bacteria (Nuaire Us Autoflow). Pasando ese
tiempo se revisaron las placas. Una vez que se observé que la morfologia
colonial caracteristica de H. pylori se procedi6 a confirmar por apariencia
microscopica tipica con tinciéon de Gram (Sigma) y por pruebas bioquimicas:
ureasa, catalasa y oxidasa (kit para prueba de la urea. BBL, kit para prueba de la
catalasa. Sigma, kit para prueba de la oxidasa. BBL) a las que H. pylori es
positivo @7).

Una vez identificadas se escogieron colonias y se propagaron en placas de agar
soya tripticasa con 7.5% se sangre de carnero sin antibiético y se incubaron bajo
las mismas condiciones en un tiempo aproximado de 48 horas, se recolecté con
hisopos de algodén estériles en 2 viales con 980 pL de caldo Brucella-glicerol al
15% para su conservacion a - 70° C. Del mismo modo se recolecté con hisopos
estériles en tubos eppendorf (2 de preferencia) con 980 pL de solucién salina, un
tubo se almacené a -20° C y otro se utiliz6 para extraccion de DNA por el

metodo de GES.

Método GES para aislamiento de DNA. La extracciéon de DNA se realiz6 por el
método de GES (Tiocianato de guanidina 59.1 g, 20 mL de solucién stock de
EDTA 0.5 M pH 8, 5 mL de N-Lauroyl-Sarcosine al 10%, aforado a 100 mL de
agua desionizada), el cual consisti6 en centrifugar la muestra a maxima
velocidad por 5 minutos para obtener el paquete celular. Se decant6 y
resuspendio6 el paquete en 100 pL de TE (0.2 mL solucién stock de Tris 1 M pH
8, 98.8 mL de solucién stock de EDTA 1 M pH 8) y se guardé a -20° C.
Posteriormente se agregd 360 uL de GES para lisar la bacteria. Se mezclo
suavemente, para colocarlos en hielo. Se agregd 180 uL de acetato de amonio
(SIGMS) 7.5 M. Se mezcl6 con vortex (Fisher Vortex Genie 2. Fisher cientific). Se
coloc6 en hielo por 5 minutos y se agregé 600 uL de cloroformo (SIGMA) para
separar la fase acuosa de fase organica. Se mezcld y centrifugd a maxima
velocidad por 5 minutos. Después de remover cuidadosamente la fase acuosa y

pasarla a un tubo nuevo usando puntas para de DNA" se agreg6 300 uL de



isopropanol (J.T. Baker), para precipitar el DNA. Se lavé con 720 pL de etanol
(Aldrich) al 70%. Por dltimo se centrifugd a méxima velocidad por 1 minuto y
dej6 secar a 37° C-40° C toda la noche. Al otro dia se resuspendi6 en 100 pL de
TE y cuando no se us6 inmediatamente para el PCR se congel6 a -20° C para su
posterior uso. "‘Puntas de ImL a las que previamente se les ha recortado 1-2 mm

de la punta

PCR para genotipificar vapD. Se realizé PCR @4 48 a DNA extraido de la
bacteria utilizando primers especificos de para la secuencia completa de vapD y
para el ORF (Tabla 2) de la siguiente manera: se coloc6 1 uL de muestra de
DNA en un tubo eppendorf especial para PCR y se agregd 24 pL de la mezcla
maestra que consisti6 en: 19.85 pL de agua desionizada esteril, 2.5 pL de Buffer
de PCR 10x - MgCl> 15mM. (Gibco BRL), 0.5 uL de Mezcla de dNTPs (100 mM
dNTP set. Gibco BRL), 0.5 uL + 0.5 pL de mezcla de primers (Gibco. BRL) y .015
uL de Tag DNA Polimerase Recombinant (Invitrogen) para llegar a un volumen
final de 25 pL. Se colocaron los tubos en el termociclador (Eppendorf) con las
siguientes condiciones: 94° C por 1 minuto, 49° C por 1 minuto, 72° C por un
minuto y por tltimo 72° C por 6 minutos para una extensioén final durante 35
ciclos (Determinado por la Dra.Morales-Espinosa R. en el Laboratorio de Genémica
Bacteriana. Facultad de Medicina, UNAM). Se utiliz6 la cepa 88.23 como control
positivo y la cepa 88.22 como control negativo. Para la amplificacién de los
controles positivos y negativos se utiliz6 un marcador de peso molecular de 123
pares de bases (pb) par la secuencia completa del gen y uno de 100pb para el
ORF (Gibco BRL). Para la detecciéon de los productos de amplificaciéon como
previamente se ha descrito se realizo electroforesis en geles de agarosa
(Invitrogen) al 2% a 100V y se visualizaron con luz ultravioleta en el aparato
SYNGENE (procesador de imagenes para geles)

Tabla 2. Primers usados para la genotipificacién de vapD

*Gene y region Secuencia del primer Tamaio del producto
tipificada, nombre en pares de bases (pb)
del primer

Secuencia completa
de vapD




D1-F 5’ AGAGATGCGGTGAATGG3’ 480y 1300

D2-R 5’ AAGCGTTATGAGTAGTGTG3’

ORF vapD

vapD-F ORF 5" ATGTATGCTTTAGCGTTTG3’ 300
vapD-R ORF 5GGATTTCACAATCTCAGTAA3’ -

* Determinado por la Dra. Morales-Espinosa R. en el Laboratorio de Genémica Bacteriana.
Facultad de Medicina, UNAM.

Southern blot. Se llevé a cabo (3 44) para verificar que efectivamente estaba
presente el gen. Se realiz6 electroforesis de los productos obtenidos en PCR. Se
colocé el gel en solucién de limpieza (83.5 mL de HCl 1 M aforar a 1 L de agua
desionizada) por 15 minutos con agitacion. Posteriormente se lavé con agua
desionizada y se coloc6 1 hora en solucién desnaturalizante (20 g NaOH 0.5 M,
87.66 g NaCl 1.5 M aforar a 1L con agua desionizada). Se di6 un lavado rédpido
con agua desionizada y se colocé una hora en solucién neutralizante (60.57g
Tris, 87.66 g, aforar a 1 L, pH 8). Se procedi6 a montar el Southern Blot. Se dejo
24 hrs., posteriormente se retird la membrana y ésta se coloc6 en un tubo para
hibridacién mas 10 mL de solucién de prehibridaciéon (50 mL SSC 20x, 20 mL
Reactivo de bloqueo 10%, 2 mL N-lauryl sarcosinato 10%, 400 uL SDS 10%, 20
mL Denhardt's 50x, 106.7 mL H2O). Se coloc6 en el aparato de hibridacién por 1
h. y 20 min. Se deseché la solucién de prehibridaciéon y se desnaturalizé la
sonda marcada (4uL buffer de reacciéon 5x, 4 uL. CoClp, 1 pL DIG-DDUTP, 1 pL
sonda vapD, 9 uL H>O, 1 pL enzima-TdT) previamente realizada, en bafio Maria
durante 10 minutos, esta sonda se le agreg6 a la solucién de prehibridacién para
posteriormente colocarla en el tubo que contenia la membrana. Se colocé en el
aparato de prehibridaciéon durante 24 hrs. aproximadamente. Se lavé 2 veces
por 5 minutos en SSC 2x; SDS 0.1% a 15-25° C. Después se lavo 2 veces por 15
minutos en SSC 0.5x; SDS 0.1% a la temperatura de hibridacién con agitacién
constante. Después de los lavados de hibridacién y astringencia se lavé la
membrana brevemente en Washing buffer (3 mL Tween 20, aforar a 1 L con
agua desionizada). Posteriormente se incubé por 30 minutos en 100 mL de
Bloking solution (10 mL de reactivo de bloqueo 10x, 99 mL buffer de acido
maléico). Se incub6 por 30 minutos en 20mL de Antibody solution (5 pL de

anticuerpos, 20 mL de Bloking solution) y se lavé 2 veces por 15 minutos con



100 mL de Washing buffer. Se equilibré 2-5 minutos con 20 mL de Detection
buffer (50 mL Tris 1 M, 2.92 g NaCl, pH 9.5 afoar a 500 mL) y por dltimo se
incubé la membrana en 10 mL de Color Substrate Solution (200 pL de
NBT/BCIP stock, 10 mL Detection Buffer) en un contenedor apropiado en la
oscuridad (no se movié durante el desarrollo de color). Se detuvo la reaccion al

otro dia y se lavé con 50 mL de agua desionizada.



RESULTADOS

PCR y Southern Blot para genotipificar vapD. Se realiz6 la genotipificacion
del gen vapD en cepas de H. pylori aisladas de individuos mexicanos (Tabla 1),
para observar la presencia del gen vapD en donde se encontraron productos de
480pb (Fig 1), 300pb (Fig 2), polimorfismos de 900pb y por tultimo productos de
1300pb lo que muestra las diversidad genética de algunas cepas que fueron
estudiadas de H. pylori (Fig 3). Posteriormente para confirmar la presencia del
gen se realizé Southern Blot (Fig 4) realizado en el Laboratorio de Geonémica
Bacteriana de la Facultad de Medicina, UNAM de los productos de PCR
previamente obtenidos.

Se utilizaron datos de wvacA y cagA obtenidos de estudios anteriormente
realizados 4 de las cepas estudiadas con el fin de poder hacer una comparacién
del gen vapD con estos marcadores de virulencia y su procedencia (Tabla 3 y 4),
mediante porcentajes. Se trabajé con 123 cepas (Tabla 1) de las cuales 53

presentaron el gen vapD (43%), y 11 mostraron polimorfismo, tanto de 900pb

como de 1500pb (21%).

Tabla 3. Sintomdticos. Procedencia, caracterizacion (CagA, VacA), y

productos obtenidos de vapD en Helicobacter pylori.

Vap D
300pb 500pb 900pb 1300pb
No. | Cepas Procedencia Cag A Vac A ch;ﬁ 1]:) PCR South.B | PCR South.B | PCR Squth. B
1 141 C Adultos CG + S1ml + +
2 124 A Adultos CG + Siml + + +
3 52 bis C Adultos CG + S1ml
i 57 C Adultos CG + S1ml
5 142 A Adultos CG + S1ml
6 91 A Adultos CG + S1ml + + +
7 139 C Adultos CG + S1m1l + + +
8 83 A Adultos CG + S1m1 + + +
9 13 A Adultos CG - S2m1l
10 | 252 A Adultos CG + S1ml + +
1 |78 A Adultos CG + S1ml + + +
12 | 101 C Adultos CG + S1m1 + + +
13 | 138 A Adultos CG + S2m1 + +
14 | 112C Adultos CG + S1ml
15 | 118 A Adultos CG - S2m1 + +




Vap D

300pb 500pb 900pb 1300pb
No. | Cepas Procedencia Cag A Vac A Voaﬁ;) PCR South.B | PCR South.B | PCR South. B
16 | 33 AE Adultos UD - S2m1
17 |35 A Adultos UD + S2m?2
18 | 19 AE Adultos UD - S2ml
19 |13A Adultos UD - S2m1
20 | 117 A Adultos UD + Slml + + +
21 | 68 Vo Adultos UD - S1ml + + +
22 | 56 Vo Adultos UD + Slml + +
23 |61VoA Adultos UD + S1ml + + +
24 | 63C Adultos UD - S2m?2
25 |20A Adultos UD + S1m?2
26 |37 Vo Adultos UD + S2m?2
27 |49 Vo Adultos UD + S2m1
28 | 20EA Adultos UD + S1m2 + + +
29 | 24 EA Adultos UD + S2m1
30 | 63EC Adultos UD - S2m1
31 |70 Vo Adultos UD + S1m1
32 | 21a Adultos UD + S2m1
33 | 56 Vo Adultos UD + S1m1
34 | 249cpool Adultos UD + S1m2
35 | 249apool Adultos UD + S1m2
36 | 249fpool Adultos UD + S1m2
37 | 249ipool Adultos UD + S1m2 + + +
38 | 256apool Adultos UD - S1ml +
39 | 256¢cpool Adultos UD + S1ml
40 | 256fpool Adultos UD + Slml
41 | 256ipool Adultos UD + S1m1
42 | 251apool Adultos UD + S1m2
43 | 251cpool Adultos UD + S1m2 + +
44 | 251fpool Adultos UD - S1m2
45 | 25lipool Adultos UD + S2m?2 + + +
46 | 259apool Adultos UD + S1ml
47 | 75A Nifios RAP - S1m2
48 | 69a Nifios RAP + Slml + + +
49 | 64C Nifios RAP - S1m2 + + +
50 |72 Nifios RAP + Slml + + +
51 | 236a Nifios RAP - S1m2
52 | 248apool Adultos UG + 52m2
53 | 248cpool Adultos UG + 52m2
54 | 248ipool Adultos UG + 52m2
55 | 248fpool Adultos UG + 52m2
56 | 26lapool Adultos UG + Slm1
57 | 261cpool Adultos UG + S1m1
58 | 26lipool Adultos UG + S1m1
59 | 261fpool Adultos UG + S1ml
60 | 252apool Adultos UG + S1ml + + +
61 | 252cpool Adultos UG + S2m?2
62 | 252fpool Adultos UG + S1ml + + +
63 | 252ipool Adultos UG + S1ml + + +




Vap D

300pb 500pb 900pb 1300pb
No. | Cepas Procedencia Cag A Vac A ch;ﬁ;) PCR South.B | PCR South.B | PCR South. B
64 | 254apool Adultos UG - Slml + +
65 | 254cpool Adultos UG - 52m2 + + +
66 | 254ipool Adultos UD - S2m2 + + +
67 | 254fpool Adultos UD - S2m2 + + +
68 |64c Nifios CG - S2m?2
69 |92 Nifios CG + S1m1l
70 | 128 Nifos CG + S2m?2 + +
71 | 249F2 Nifos CG + SIiml + +
72 | 270 pool Ninos CG - S1ml
73 | 20.21 Ind n - S1m1l + +
74 | 20.21 Ind n S1m1
75 | 10.6 Ind n + S1m1 +
76 | 21.3 Ind n - S2m?2 + + +
77 | 33.0 Ind n - S2m?2
78 | 21.23a Ind n + S1ml + +
79 | 582 Ind t + S1ml
80 | 203 Ind n - S1ml
81 | 584 Ind t + S2m1
82 | 193 Ind n + S1ml
83 | 23.0 Ind n + S1m2
84 | 21.61 Ind n + S2m?2 + +
85 | 21.34 Ind n - S2m?2
86 | 220 Ind t - S2m?2
87 | 35.0 Ind t - S2m?2
88 | 8.6 Ind t - S2m?2
89 | 6.32 Ind n + S1ml
90 | 11.1 Ind n - S2m?2
91 | 369 Ind n + S1m2 + +
92 | 18.31 Ind n + S1ml
93 |62 Ind n + S1ml
94 |36 Ind t + S1ml + + +
95 | 373 Ind n + S1ml
96 | 580 Ind h + S1ml + +
97 | 2003-72 Ind h + S1ml + + +
98 | 2002-91 Ind n - S1m2
99 | 2003-372 Ind n + S1ml + +
100 | 2002-54 Ind h + S1m1l + +
101 | 2004-163 Ind n + S1m1l + +
102 | 2002-42 Ind n + S1m1l +
103 | 2002-90 Ind n + S1ml
104 | 2002-105 Ind n + S2m?2
105 | 2002-154 Ind t + S1m2
106 | 2004-84 Ind n + S1m1l + +
107 | 2E Ninos CG + S2m?2

* Adultos con gastritis (CG), Adultos con Ulcera Duodenal (UD), Nifios con RAP

(Dolor Abdominal Recurrente), Adultos con Ulcera Gastrica (UG), Nifios con Gastritis
(CG), Indigenas (ind), nahuatl (n), taraumara (t), huichol (h).




Tabla 4. Asintomidticos y Cepas Tipo. Procedencia, caracterizaciéon (CagA,
VacA), y productos obtenidos de vapD en Helicobacter pylori.

Vap D
300pb 500pb 900pb 1300pb
No. Cepas Procedencia Cag A | VacA Vgﬁ 1]:3 PCR South. B | PCR South.B | PCR South. B
1 ED Voluntarios SC ND ND
2 EJG Voluntarios SC ND ND + + +
3 GGV Voluntarios SC + S1m1 + + +
4 LMP Voluntarios SC + S1ml
5 ESD Voluntarios SC ND ND + + T
6 RO pool | Voluntarios SC ND ND
7 ACR Voluntarios SC ND ND
8 ME Voluntarios SC ND ND
9 As pool Voluntarios SC ND ND
10 ATC Voluntarios SC ND ND
11 MO19 Cepas Tipo - S2m2 + +
12 43504 Cepas Tipo + S1lml + + +
13 84183 Cepas Tipo + S1ml
14 86313 Cepas Tipo - S2m2
15 26695 Cepas Tipo + S1ml + +
16 J99 Cepas Tipo + Slml + +

Primero se realiz6 la obtencion del porcentaje de vapD dentro de los individuos
con sintomatologia y patologia, de las 107 cepas 46 presentaron el gen, es decir,
un 42.9%; siendo los adultos con gastritis (66.6%) el porcentaje més elevados,
siguiendo los mnifios con RAP (dolor abdominal recurrente) (60%)
posteriormente los indigenas con agruras y dolor abdominal con un 47%
siguiéndole los adultos con tlcera géstrica (35.7%), nifios con gastritis (33.3%), y
por ultimo adultos con tlcera duodenal (30.3%) (Tabla 5). Posteriormente se
obtuvo el porcentaje con respecto a los otros dos factores de virulencia
previamente mencionados. Primero se obtuvo el porcentaje de cagA de las 107
cepas estudiadas, en el cual se encontré que 79 cepas fueron cagA+ (73.8%).
Con esto se procedit a obtener el porcentaje de vapD con respecto a las cagA+;

36 de las 79 cepas cagA+ presentan vapD, es decir; un 45.5%.




Tabla 5. Sintomdticos. Porcentaje de vapD en cepas de H. pylori con respecto al

origen de la muestra.

*Procedencia No. cepas Cepas vapD+ %
A. con Gastritis 15 10 66.6
A.conUD 33 10 30.3
Nifios con RAP 5 3 60
A. con UG 14 5 35.7
Nifos con Gastritis 6 2 33.3
Indigenas 34 16 47
TOTALES 107 46 42.9

*Adultos con gastritis, Adultos con tlcera duodenal (UD), Nifios con dolor abdominal
recurrente (RAP), Adultos con tlcera géstrica (UG), Indigenas (ind), nahuatl (n), taraumara
(t), huichol (h),

Por dltimo se realiz6 la determinacion del porcentaje de las cepas vapD+ vs

cagA con respecto a la procedencia de las muestras, los resultados obtenidos

fueron satisfactorios ya que todas presentan un porcentaje mayor del 50%

(Tabla 6).

Tabla 6. Sintomdticos. Porcentaje de vapD vs cagA en cepas de H. pylori con

respecto a la procedencia de las muestras.

*Procedencia No. | Cepas | CagA+ %
cepas | vapD+

A. con Gastritis 15 10 9 90
A.conUD 33 10 7 70
Nifios con RAP 5 3 2 66.6
A. con UG 14 5 3 60
Nifios con Gastritis 6 2 2 100
Indigenas 34 16 13 81.2

*Adultos con gastritis, Adultos con tlcera duodenal (UD), Nifios con dolor abdominal
recurrente (RAP), Adultos con tlcera gastrica (UG), Indigenas (ind), nahuatl (n), taraumara
@), huichol (h).

Se hizo lo mismo para el otro marcador de virulencia vacA con lo cual se
encontr6 que de las 103 cepas estudiadas 56 fueron sIm1 (52.3%), 25 s2m?2

(23.3%), 16 s1m2 (14.9%), 11 s2m1 (10.3%) Tabla 7. Después con estos resultados
se obtuvo que 32 cepas de 56 slm1 (57.1%) fueron vapD positivas, 7 cepas de 25




s2m?2 (28 %) presentaron el gen, 6 cepas de 16 sIm2 (37.5%), 1 cepas de 11 s2m1
(9.1%) (Tabla 8)

Tabla 7. Sintomdticos. Porcentaje de vacA en cepas de H. pylori

No. vacA % vacA % vacA % vacA %
cepas | S1/ml S2/m2 S1/m2 S2/ml
107 56 52.3 25 23.3 16 14.9 11 10.3

Tabla 8. Sintomdticos. Porcentaje de vapD en cepas de H. pylori vs vacA

vacA w:_p b o vacA | vapD | | y vacA | vapD | y vacA | vapD | | y
S1m1 ° | sam2| + ° | sim2| + *ls2m1| + |7
56 32 571 | 25 7 28 16 6 375 |11 1 9.1

Por dltimo y de igual forma se llevé a cabo una tabla con respecto a las

procedencias de las muestras, obteniendo que como era de esperarse todos los

porcentajes mas elevados fueron del genotipo s1m1 (el porcentaje menor fue del

50%) en todas las cepas en la que los individuos presentaban sintomatologia o

alguna patologia (Tabla 9).

Tabla 9. Sintomdticos. Porcentaje de vapD vs vacA en cepas de H. pylori con

respecto a la procedencia de las muestras

No.
vacA vacA vacA vacA

*Procedencia | cepas % % % %

vapD+ S1/m1 S2/m2 S1/m2 S2/m1l
A. con
Castritis 10 8 88.8 - - - - 2 20
A.con UD 10 4 50 3 30 3 37.5 - -
Nifios con
RAD 3 2 66.6 - - 1 33.3 - -
A. con UG 5 4 80 1 20 - - - -
Nifios con
Gastritis 2 1 50 1 50 ) ) ) )
Indigenas 16 12 75 2 12.5 2 12.5 - -




*Adultos con gastritis, Adultos con tlcera duodenal (UD), Nifos con dolor abdominal
recurrente (RAP), Adultos con tlcera gastrica (UG) Indigenas (ind), nahuatl (n), taraumara
(), huichol (h)

Para continuar se realiz6 la obtencion del porcentaje de vapD dentro de los
individuos asintomaticos, asi como de las cepas tipo Tabla 10. En esta ocasion
no se logré obtener la caracterizacion en cuanto a los voluntarios sanos
clinicamente ya que sélo se tiene los datos de dos de ellos (uno de ellos negativo
para vapD). De las 10 cepas de los voluntarios sanos clinicamente, 3
presentaron el gen vapD, es decir, un 30%. La tnica cepa y positiva para vapD

ya caracterizada fue cagA+ y también sIm1.

Tabla 10. Asintomdticos y Cepas Tipo. Porcentaje de vapD en cepas de H.

pylori con respecto a la procedencia de las muestras.

*Procedencia No. cepas Cepas vapD+ %
Voluntarios SC 10 3 30
Cepas tipo 6 4 67

*Voluntarios Sanos Clinicamente (SC), cepas tipo (usadas como cepas de referencia).

El porcentaje de vapD en las cepas tipo fue de un 67% ya que de las 6 cepas, 4 lo
presentaron Tabla 10. En cuanto a cagA se obtuvo que de las 6, 4 fueron cagA+
(66.6%), y que de estas 4, 3 fueron positivas para vapD (74%), se obtuvo
igualmente que 4 de ellas fueron sIml (66.6%) y 2 slm2 (33.3), demostrando
nuevamente que vapD se encuentra mayormente en el genotipo slml y que
ademds esta presente en las cepas con cagA+aunque estos no tuvieran

sintomatologia o patologia gastrica Tabla 11.




Tabla 11. Asintomdticos y Cepas Tipo. Porcentaje de vapD vs cagA en cepas de

H. pylori con respecto a la procedencia de las muestras.

*Procedencia Cepas | CagA+ %
vapD+
Voluntarios SC 3 3 100
Cepas tipo 4 3 75

* Voluntarios Sanos Clinicamente (SC), cepas tipo (usadas como cepas de referencia)



FIGURAS DE PCRY SOUTHERN BLOT

123-

Fig 1. PCR de H. pylori para observar presencia del gen vapD. Linea 1 control positivo
(cepa 88.23), linea 2 (cepa 88.22) control negativo, lineas 3 - 8 cepas positivas para el
gen vapD con un producto de 500pb aproximadamente utilizando un marcador de peso

molecular (M) de 123pb.
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Fig 2.PCR. Linea 1 control positivo (cepa 88.23) utilizando primers para toda la
secuencia de vapD, linea 2 - 8 cepas positiva (excepto linea 3, control negativo; cepa
88.22) para vapD utilizando primers para ORF de vapD. Esta vez el marcador de peso

molecular es de 100pb.
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Fig 3. PCR. Linea 1 control positivo (cepa 88.23), linea 2 control negativo (cepa
88.22), linea 3 cepa positiva al producto de 500pb aproximadamente, lineas 4-7
cepas positivas a vapD pero esta vez mostrando el polimorfismo del gen con un
producto de 1300pb aproximadamente y por dltimo lineas 8 y 9 mostrando otro
polimorfismo de 900pb del gen. Marcador de peso molecular (M) de 123 pb.
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Fig 4. Southern Blot. Linea 1-3 gen vapD normal, lineas de 4-10 polimorfismo del
gen. El marcador de peso molecular es el del namero VII, del kit (Bayer) utilizado en el
Southern blot.



DISCUSION

Helicobatcer pylori es considerada la bacteria causante de enfermedades como la
gastritis, tlcera gastrica e inclusive cancer gastrico, por lo cual es muy
importante conocer a fondo su genoma. Sabemos que se ha descrito el genoma
completo de dos cepas (J99 y 26695) y sabemos también que se han encontrado
diferentes factores de virulencia en ellas, entre las més caracteristicas cagA y
vacA, con esto los investigadores continuaron estudios en otras cepas de H.
pylori para saber si existen otros marcadores de virulencia en ellas para poder
saber la expresion y el funcionamiento en la bacteria para con las enfermedades

referentes a H. pylori.

En el presente trabajo se habla de otro gen llamado vapD, mencionado en el afio
de 199712¢], éste se encontré en H. pylori e inmediatamente se comenzaron a
hacer maés estudios, en dichos estudios se mencionaban a diferentes bacterias
consideradas patogenas en las cuales se encontraba presente el gen, esto
comenzé a traer preguntas como ;jPor qué se encuentra en otras especies de
bacterias que ademds son patogenas? ;Tiene algo que ver entonces con la
patogeniciadad de H. pylori?

En este trabajo se utilizaron 123 cepas de las cuales el 43% presentan el gen
vapD, este porcentaje no es para nada despreciable ya que nos esta diciendo que
es una parte del genoma de la bacteria que esta siendo conservada. Para esto los
siguientes hechos deben de tomarse en cuenta: a) la mayor parte del genoma
consiste en DNA localizado entre los genes y representa el DNA intergénico y
b) cada uno de los 30 000 genes que codifican proteinas posee sobre todo
secuencias no codificantes (DNA intrénico). Tomando en conjunto todos estos
hechos, indican que la porcion del genoma que codifica a proteinas representa
un pequefio porcentaje del DNA total (aproximadamente de 1.5%). Gran parte
del DNA intergénico e intrénico del genoma contribuye a las capacidades

6ptimas reproductivas de un organismo individual y por tanto no esta sujeto de



manera significativa a la seleccion natural. Como resultado, las secuencias
intergénicas e intrénicas tienden a cambiar con rapidez a medida que los
organismos evolucionan. En otras palabras, estas secuencias tienden a no
conservarse. En contraste, las porciones del genoma que codifican proteinas y
las secuencias reguladoras que controlan la expresiéon de genes se someten a
seleccion natural para poder mantener la funcion. Como resultado, estas

secuencias se conservan; como ejemplo el resultado de vapD.

Algo muy importante es que las cepas utilizadas fueron tomadas al azar; es
decir, no solo se utilizaron muestras de individuos con alguna enfermedad
relacionada a la bacteria si no que también se tomaron cepas de individuos que
no presentaban ningdn tipo de sintomatologia y hasta cepas tipo, cabe
mencionar que cuando se tomaron las cepas no se sabia de que tipo de
poblacién provenian, esto con el fin de demostrar que el gen ademas de poder
estar presente en los individuos en general, puede estar relacionado con las
diferentes enfermedades y asi poder considerarlo como un factor mas de
virulencia.

Primeramente mencionaremos a las cepas de individuos sintomaticos, el
porcentaje de vapD fue de 42.2%, este porcentaje nos dice que casi la mitad de
las bacterias aisladas de estos individuos lo presentan. Desglosando este
porcentaje entre cada una de las enfermedades procedentes encontramos que
encabeza la lista los adultos con gastritis con un 67%. El porcentaje que le sigue
es de 60% y éste pertenece a los nifios con RAP (dolor abdominal recurrente), en
cuanto a estos nifos, no se sabe la edad de ellos, pero es sabido que cuando la
bacteria se adquiere a edades tempanas pueden pasar dos cosas: 1) el nifio no
desarrolla ningtin sintoma, eso dependera del tipo de vida que lleve mas
adelante y 2) el nifio desarrolla algtn tipo de sintoma, desde dolor, hasta
alguna patologia, esto puede ser por el tipo de bacteria que adquiri6
(recordemos que H. pylori tiene mucha diversidad genética y eso marca su
virulencia ) y hasta la edad en que fue infectado. Los indigenas presentaron un

47%, estos individuos presentaban sintomatologia como dolor abdominal y



agruras, dentro de estos la mayoria era poblaciéon ndhuatl, ellos presentaron en
un 50% el gen wvapD siguiéndole la taraumara, y por ultimo huichol. Lo
interesante de esta poblacion es que las condiciones de vida son un factor
importante para la adquisicion y desarrollo de la bacteria, ya que los indigenas
estdn mas en contacto directo con los animales, las plantas y la tierra; puede ser
que la bacteria antes de ser adquirida por la persona haya estado en contacto
con otras bacterias y asi hayan adquirido mayor patogenicidad, no se esta
diciendo que hubo zoonosis si no que siendo H. pylori una bacteria promiscua
haya obtenido el gen por transferencia horizontal o conjugacién bacteriana
como se sugiere en algunos articulos 2% 31). Por altimo con un 33.7 y un 30.3%
los adultos con tlcera péptica y nifios con gastritis; referente a estos individuos
la cifra es muy parecida entre los adultos con tlcera géstrica y con tlcera
péptica dejando ver que la bacteria se encuentra casi por igual en esas dos
partes del estbmago pues como podemos recordar la bacteria tiene la facultad

de cambiar el entorno acido del estomago, lo cual es favorable para ella.

Aproximadamente de un 60 a un 70% de las especies de H. pylori contienen el
gen cagA. Es importante sefialar que este gen es reconocido como un importante
marcador de virulencia, que confiere a la bacteria un incremento de
patogenicidad y con esto el desarrollo de gastritis, tlcera péptica y hasta riesgo
de desarrollar cédncer gastrico, por ello es importante conocer el porcentaje de
vapD en comparaciéon con este marcador en las cepas. De las 107 cepas
estudiadas un 73.8% fueron cagA+, demostrando que los resultados
encontrados en este estudio concuerdan con otros reportes publicados (0. 18),
También se obtuvo que dentro de las cepas cagA+ el 46% de ellas presentaron
vapD, es decir, casi la mitad y para soporte se obtuvieron porcentajes con
respecto a la procedencia de las cepas, esto con el fin de poder proponer que
vapD podria ser un factor de virulencia; en este caso se encontré que el
porcentaje de vapD con cagA+ es casi del 100% en adultos con gastritis, 100% en
nifios con gastritis, 81% en indigenas, 70% en adultos con tlcera duodenal,

66.6% en nifios con gastritis y un 60% en adultos con tlcera géstrica. Con estos



porcentajes por el momento nos han dejado ver que efectivamente el gen vapD
esta presente en las todas las cepas provenientes de individuos con alguna
enfermedad o sintoma, ademds de que en todas esta por encima del 50%,

pudiéndolo tomar hasta ahora como un posible factor mas de virulencia.

Por dltimo igualmente se obtuvo el porcentaje de vacA, como ya habiamos
mencionado este gen es sin lugar a dudas otro factor de virulencia importante
de H. pylori ya que es responsable de la formacién in vivo de las vacuolas en
células del epitelio géstrico. Referente a las regiones de este gen s y m, estas
parecen tener diferente relevancia clinica ya que ha reportado que las cepas con
slm1 presentan mayor actividad citotéxica que las cepas con el genotipo s1m2,
esto es que presentan una actividad media y que las cepas s2m2 no presentan
actividad citotoxica. Las cepas s2m1 aunque estdn presentes no hay datos que
hablen de su citotoxicidad. Esto lo podremos observar en los resultados, en las
107 cepas vapD+ el 52% fueron s1m1, el 14.9% fue s1m2, el 23% fue s2m?2 y por
altimo el 10.3% fue s2ml, tal vez estos porcentajes no nos digan mucho pero al
obtener los porcentajes en donde vacA y vapD se comparan vimos que el mayor
porcentaje fue de sIm1 con un 57%, estos resultados nos favorecen pues slml
es un poco mayor al 50% junto con vapD y nos dice que tal vez ayude a la
virulencia junto con vacA. Para terminar se realizé el porcentaje de los
genotipos de vacA, se obtuvo satisfactoriamente que el mayor porcentaje
obtenido de cepas tipo slml fue de 89% correspondiente a los adultos con
gastritis, lo cual concuerda perfectamente con la literatura ya que menciona que
este genotipo se aisla con mayor frecuencia de pacientes con gastritis, pero
también los adultos con tlcera gastrica mostraron un porcentaje elevado (80%),
siguiendo con los indigenas que tuvieron un 75% y esto nos vuelve a decir que
tal vez esas cepas hayan estado en contacto con otras bacterias, ademaés del tipo
de vida de los individuos y su genética humana, continuando con un 66.6% de
los nifios con dolor abdominal recurrente y por tltimo con un mismo porcentaje
(50%) adultos con tlcera duodenal y nifios con gastritis. Podemos seguir con el

genotipo s1m2 el porcentaje mas alto lo obtuvo adultos con tlcera duodenal con



un 38%; las demds cepas mostraron un porcentaje mdas bajo al mencionado.
Recordemos que este genotipo es de actividad media. El genotipo s2m2 tuvo el
mayor porcentaje las cepas de nifios con gastritis (50%), las demds cepas
presentaron un porcentaje mas bajo, pero lo que se puede resaltar de esto es que
aunque haya sido el genotipo en donde se dice por la literatura no hay
actividad citototoxica por lo que ha sido aislada de pacientes sin patologia en
este estudio siempre estuvo presente este genotipo y aparte con vapD En el caso
de s2ml como lo han mencionado en otros estudios ha sido muy poco
encontrado y esta no fue la excepcién ya que solo dos de las cepas de adultos

con gastritis lo presentaron.

Para los individuos asintomaticos como se esperaba se encontré un porcentaje
bajo (30%), pero atin asi se demuestra que el gen esta presente no solo en cepas
virulentas. El porcentaje de las cepas que fueron cagA+ todas presentaron el gen
vapD y slml. Para terminar, el 67% de las cepas tipo fueron vapD+ y hubo un
67% para el genotipo slml y un (33%) de slm2. Revisando algunos datos de
estas cepas se supo que habian sido aisladas de personas con gastritis (26695),
tlcera duodenal (J99) y un asintomético (m019) pero esta cepa es una
importante referencia para trabajar con LPS en H. pylori.

Como pudimos observar las cepas que contiene el mayor porcentaje de vapD
con respecto a cagA y vacA son las de los individuos que desafortunadamente
presentan algin tipo de enfermedad o sintomatologia con respecto a los
asintomaticos. Estudios de genotipificacion de cepas de H. pylori han
demostrado que la presencia del gen cagA o de la variante alélica de vacAl no
tendrian valor predictivo de riesgo de patologias gastricas severas. Sin embargo
cuando la cepa presenta el genotipo cagA+/vacA slml habrd mayor riesgo de
desarrollo. Por dltimo, es importante mencionar que como se ha mencionado en
muchos articulos H. pylori es caracterizada por ser una de las bacterias mas
diversas genéticamente, ya que tiene un alto nivel de diversidad genética en la
region cromosomal y muchos factores contribuyen a la conservacién que de un

nivel elevado de variaciéon alélica (polimorfismo) en la bacteria como lo



pudimos observar ya que no solo hubo productos de 1300pb si no también de

900pb.

Lo que nos queda claro es que al igual que cagA y vacA, vapD estuvo presente
en todas las cepas d los individuos que presentaron algin tipo de enfermedad
relacionada con H. pyolori; ain se desconoce la actividad a nivel celular que
podria tener éste, pero, si en todas las bacterias patégenas est4 presente el gen 'y
ademas este ha sido expresado (29

Con estos datos se podria tomar a vapD como otro posible factor de virulencia,
ya que como se menciona en la bibliografia “Si estd conservado entonces debe
ser importante”, dejando asi la posibilidad de estudiar a fondo la posible

actividad in Vitro del gen vapD y su proteina en H. pylori.



CONCLUSIONES

El gen vapD se encuentra presente en cepas de H. pylori en individuos

mexicanos sintométicos (43%) y asintomaticos (30%).

El gen vapD fue encontrado por debajo del 50% de las cepas estudiadas y
dentro de este porcentaje solo algunas (21%) de las cepas presentaron

polimorfismos.

Existe relacion ente los marcadores de virulencia descritos anteriormente

(vacA 'y cagA) con el gen vapD y sus polimorfismos.
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