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Resumen 

Antecedentes: En la región de plasticidad del genoma de H. pylori, se encuentran los 

genes jhp0940 jhp0945 jhp0947 y jh0949, los cuales se han asociado a enfermedades 

gastroduodenales como gastritis, úlcera duodenal y cáncer gástrico. Hasta el momento 

se desconoce la función de estos genes a excepción de jhp0940 el cual codifica para una 

Ser/Treo cinasa conocida como ctka (cell translocating kinase A), que se introduce en las 

células gástricas y activa a NF-κβ, el cual aumenta el infiltrado de neutrófilos en la 

mucosa. La presencia de estos genes muestra un patrón heterogéneo entre los aislados 

de H. pylori, sin embargo, su prevalencia entre aislados de niños es mayor que en 

adultos. Hasta el momento no se tiene información acerca de expresión cuantitativa de 

ninguno de estos genes. Objetivo: Evaluar la expresión de los genes jhp0940, jhp0945, 

jhp0947 y jhp0949 de H. pylori en aislados de niños y adultos. Material y Métodos: Se 

obtuvieron 17 cepas de H. pylori de biopsias gástricas, de 8 niños y 9 adultos. Mediante 

qRT-PCR se evalúo la expresión de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947, jhp0949. Se 

comparó el nivel de expresión entre el grupo de adultos y niños mediante una prueba t 

de Student. Para el análisis de correlación de la expresión entre estos genes se utilizó la 

prueba de correlación de Pearson. Resultados: El gen jhp0940 no se expresó en las 

cepas de niños y adultos. No se encontró diferencia en la expresión de jhp0945 (p=0.36); 

jhp0947 (p=0.67); jhp0949 (p=0.531), entre el grupo de niños y adultos. En el grupo de 

niños se encontró una correlación positiva en la expresión de los genes jhp0945- 

jhp0947 (p= 0.010) y jhp0947- jhp0949 (p= 0.021), y en el grupo de adultos entre 

jhp0947- jhp0949 (p= 0.002). Conclusiones: Las cepas de H. pylori de niños y adultos no 

expresaron el gen jhp0940. En ambos grupos no hubo diferencia en los niveles de 

expresión de jhp0945-jhp0947-jhp0949. En cepas de H. pylori tanto de niños como de 

adultos hubo correlación entre la expresión de jhp0945-jhp0947-jhp0949. Aún hacen 

falta más estudios para entender completamente la función de estos genes y su 

asociación con desarrollo de enfermedad, este estudio es el primero que evalúa los 

niveles de expresión de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en cepas de 

niños y adultos.  
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Abstract 

Background: In the plasticity region of the H. pylori genome, are the genes jhp0940 

jhp0945 jhp0947 y jh0949, which have been associated with gastroduodenal diseases 

such as gastritis, duodenal ulcer and gastric cancer. To date the function of these genes 

is unknown except for jhp0940 which codes for a Ser / Thr kinase known as ctka (cell 

translocating kinase A), which is introduced into the gastric cells and activates NF-κβ, 

which increases the neutrophil infiltrate in the mucosa. The presence of these genes 

shows a heterogeneous pattern among H. pylori isolates; however, their prevalence 

among isolates of children is higher than in adults. No information on quantitative 

expression of any of these genes has yet been available. Objective: To evaluate the 

expression of the genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 and jhp0949 of H. pylori in isolates 

of children and adults. Material and Methods: Seventeen strains of H. pylori were 

obtained from gastric biopsies of 8 children and 9 adults. The expression of the genes 

jhp0940, jhp0945, jhp0947, jhp0949 was evaluated by qRT-PCR. Expression level was 

compared between the group of adults and children using a Student's t-test. For the 

correlation analysis of the expression between these genes we used the Pearson 

correlation test. Results: The jhp0940 gene was not expressed in strains of children and 

adults. No difference was found in the expression of jhp0945 (p = 0.36); jhp0947 (p = 

0.67); jhp0949 (p = 0.531), among the group of children and adults. In the group of 

children a positive correlation was found in the expression of the genes jhp0947 (p = 

0.010) and jhp0947-jhp0949 (p = 0.021) in the group of children, and in adults between 

jhp0947- jhp0949 (p = 0.002). Conclusions: H. pylori strains from children and adults did 

not express the jhp0940 gene. In both groups there was no difference in the level 

expression of jhp0945-jhp0947-jhp0949. In H pylori strains of both children and adults 

there was correlation between the expressions of jhp0945-jhp0947-jhp0949. Further 

studies are needed to understand the role of these genes and their association with 

disease development. This study is the first to evaluate the expression levels of the 

jhp0940, jhp0945, jhp0947 and jhp0949 genes in children strains and adults.
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Introducción 

 
Helicobacter pylori es una de las bacterias con mayor prevalencia de 

infección a nivel mundial, se estima que el 50% de la población está infectada y la 

mayor proporción de estas personas se encuentra en los países en desarrollo, donde 

alcanza hasta el 80%.1, 2 La infección con H. pylori principalmente se adquiere en la 

niñez, es capaz de producir gastritis superficial y durar décadas asintomático o bien 

producir una gastritis crónica, úlcera péptica o cáncer gástrico. H. pylori es el 

principal agente etiológico de este cáncer a nivel mundial, siendo declarada por la 

Agencia Internacional para la Investigación de Cáncer como carcinógeno tipo I.3 En 

México se determinó que el 20% de los niños menores de un año ya están 

infectados, aumentando al 50% en la población de 10 años y al 80%  a los 25 años de 

edad.4  

H. pylori presenta una gran cantidad de herramientas moleculares que contribuyen 

a la colonización del hospedero como las enzimas urea, catalasa, sus flagelos y 

algunas adhesinas; además de algunas otras herramientas que favorecen la 

permeancia de éste patógeno llamados factores de virulencia, entre los más 

estudiados se encuentran los cagA, vacA, cagPAI, babA y dupA. La caracterización 

del genoma de las cepas J99 y 26695 de H. pylori permitió conocer que existen 

genes específicos de cepas, los cuales se encuentran principalmente agrupados 

dentro de regiones hipervariables en su genoma. Estas regiones se caracterizan por 

contar con alto contenido de G+C en comparación al resto del genoma, la mayoría 

de estos genes son de función desconocida y se encuentran asociados a transmisión 

horizontal.  

Recientemente se han estudiado las prevalencias de algunos genes de la región de 

plasticidad en H. pylori de población adulta y se ha encontrado que la ausencia del 

gen jhp0940 parece estar relacionada con el riesgo de presentar cáncer gástrico, tal 

es el caso de Japón y Costa Rica donde este gen tiene menor frecuencia en cáncer 

gástrico comparado con gastritis y úlcera duodenal. 5, 6 El gen jhp0940 es conocido 
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como ctkA (cell translocating kinase A) por su actividad Ser/treo cinasa que se 

introduce en las células humanas y activa al factor de transcripción NF-κβ lo cual 

incrementa la activación transcripcional de p65 y este a su vez la transcripción de 

TNF-α, IL-6 e IL-8, esto aumenta el reclutamiento y el infiltrado de neutrófilos en la 

mucosa gástrica7, 8, y probablemente contribuyendo con el establecimiento de un 

ambiente pro-inflamatorio.  

Respecto al gen jhp0947 se ha encontrado asociación con úlcera duodenal, úlcera 

gástrica y cáncer gástrico9. Se ha propuesto que estos tres genes jhp0945, jhp0947 y 

jhp0949 actúan en conjunto formando parte de un operón y esto podría ser posible 

pues se sabe que, su disrupción reduce significativamente la capacidad de H. pylori 

de inducir la producción de IL-12 en monocitos THP-1.10  

La frecuencia de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en cepas de niños 

infectados es mayor al 50% y estos genes no tienen relación con los factores de 

virulencia cagA, cag PAI y dupA11. Se sabe que, la presencia de los cuatro genes 

jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se encuentra con mayor frecuencia en las 

cepas de niños, en comparación de las cepas de adultos. Estos descubrimientos 

apoyan la hipótesis, de que existen otros genes involucrados en la inducción de 

inflamación, que podrían conferir ventajas selectivas a las cepas de niños, que 

permitan su colonización y permanencia. Hasta el momento son escasos los trabajos 

que se han realizado sobre cepas de H. pylori de niños con la intención de identificar 

estos genes, mientras que la investigación acerca de la expresión de estos genes se 

desconoce totalmente. 
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VI. Antecedentes 

1. Características microbiológicas de H. pylori  

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa de aproximadamente 5 µm 

de largo, de morfología espiral. Contiene entre 5 y 7 flagelos polares, los cuales le 

facilitan desplazarse entre el moco gastrico12. Esta bacteria se encontrará con mayor 

frecuencia en la sección del cuerpo y antro gástrico13. Aunque dependiendo de la 

severidad de las lesiones en el estómago su ubicación puede variar, como sucede en 

pacientes con gastritis atrófica la cual se caracteriza por inflamación crónica, pérdida 

de glándulas gástricas que son remplazadas por células del epitelio intestinal y tejido 

fibroso, en este caso es frecuente encontrarla en la curvatura mayor del cuerpo14, 15, 

16. H. pylori es capaz de neutralizar los niveles de acidez gástrica a través de la 

producción de ureasa 17. En cultivo, crece en condiciones micro-aerofílicas a 37°C, 

9% CO2, sin embargo, aún se debate si requiere de niveles atmosféricos de O2 (15 a 

20%) para un óptimo crecimiento18, 19, 20.  

1.1 Aislamiento e identificación de Helicobacter pylori 

Los métodos para la identificación de H. pylori se clasifican en dos 

principalmente: invasivos y no invasivos. Los métodos invasivos dependen de una 

biopsia tomada mediante una endoscopia para realizar una examinación histológica, 

cultivo bacteriano, el examen rápido de ureasa, el uso de sondas de DNA y el análisis 

de la reacción de cadena de la polimerasa (PCR). En el caso de los métodos no 

invasivos destacan, la prueba de aliento con urea-C13 y las pruebas serológicas, 

además de la detección de antígeno en heces.21, 22. Los exámenes invasivos no se 

utilizan comúnmente como pruebas de monitoreo clínico.  

La prueba rápida de ureasa en biopsias gástricas se basa en colocar una pequeña 

muestra de tejido gástrico en urea y observar un cambio de coloración de amarillo a 

rosa por el cambio de pH ocasionado por la actividad de la ureasa de H. pylori, pues 

esta enzima cataliza la producción de amoniaco y dióxido de carbono a partir de 

urea23. Otra prueba importante, es el diagnóstico de H. pylori mediante ensayos de 
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PCR utilizando secuencias específicas de los genes 16S rRNA, ureA y 23S rRNA, 

también es posible identificar características genómicas de relevancia 

epidemiológica como factores de virulencia y genes de resistencia a antibióticos24. 

Las pruebas de identificación no invasivas no presentan el riesgo de un 

procedimiento endoscópico para los pacientes, por lo que es posibles utilizarlas 

como pruebas de monitoreo; la serología nos identifica la presencia de anticuerpos 

contra la bacteria, que indica si el paciente ha estado en contacto con la bacteria, 

pero no es posible saber mediante estas pruebas, si se trata de una infección aguda. 

Otra prueba no invasiva es, la prueba de aliento con urea la cual se basa en la 

hidrólisis de urea en amonio y CO2 por medio de la ureasa de H. pylori, de tal forma 

que, al suministrar vía oral al paciente  urea marcada con 13C o 14C , es posible 

detectar el CO2 liberado mediante un espectrómetro de masas. La prueba de aliento 

a partir del isótopo 13C se ha convertido en la prueba de elección, ya que ésta no 

utiliza isótopos radiactivos como es el caso del isótopo 14C. Esta prueba presenta una 

alta sensibilidad y especificidad (0.96 y 0.93 respectivamente) sin importar que 

isótopos se utilizan y nos indica la presencia de una infección aguda25.  

2. Infección por H. pylori 

A partir de toda la información generada sobre H. pylori hasta el 2016, Hooi y 

colaboradores tras revisar de forma sistemática 184 publicaciones que incluían 

datos de 62 países, determinaron que la prevalencia a nivel mundial de este 

patógeno es superior al 50%; las regiones con mayor prevalencia son África, América 

del Sur y Este de Asia, mientras que las de menor son Oceanía, Oeste Europeo y 

Norte America26 (Figura 1).  

 



- 7 - 
 

 

Figura 1. Mapa coroplético de la prevalencia global de H. pylori. Imagen 

modificada de Hooi y cols. 2016, No.  Referencia  26. 

La vía de transmisión de H. pylori aún permanece sin aclararse completamente; sin 

embargo, los mecanismos más aceptados de transmisión son fecal-oral- u oral-oral, 

que son las formas más comunes de transmisión entre madre e hijo27; por otro lado, 

también el consumo de agua contaminada, más frecuentemente en países en 

desarrollo, pueden ser relevantes en la transmisión de este patogeno28.  

Una vez que H. pylori se encuentra en el estómago del hospedero y fue capaz de 

atravesar las barreras químicas como el pH ácido y las barreras físicas como el moco 

gástrico, entra en contacto con el epitelio gástrico y células adyacentes como las 

células dendríticas, donde estos responden como primera línea de defensa inmune 

generando una fuerte respuesta inflamatoria y el reclutamiento de otras células 

inmunes. En particular este primer contacto con células dendríticas y células del 

epitelio gástrico incrementa la síntesis de quimiocinas y citocinas como IL-8, IL-1, 

TNF-α, TGF-β, IL-6, IL-12, CCL2-5, β-defensinas, IL-10; además de estimular el 

reclutamiento de neutrófilos, linfocitos T, macrófagos, mastocitos y linfocitos B29-31. 
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Sin embargo, H. pylori es capaz de evadir la respuesta inmune induciendo tolerancia, 

donde algunos de estos mecanismos se basan en la auto edición de su genoma a 

través de variación de fase32 o mecanismos tipo reóstato33. La variación fase es un 

mecanismo mediante el cual, un factor es encendido o apagado, en ocasiones de 

forma reversible. Este mecanismo genera un re-arreglo genómico, que puede incluir 

inversiones sitio específico. Generalmente cambia el estado transcripcional 

(encendido/apagado) del gen, alterando la relación de este con el promotor o con 

elementos regulatorios. Estos mecanismos pueden incluir la pérdida o ganancia de la 

función, además de la perdida de genes o regiones enteras del genoma, 

principalmente en regiones denominadas regiones de plasticidad. H. pylori tiene la 

capacidad de interactuar directamente con receptores de membrana o segundos 

mensajeros de las células del hospedero, principalmente con los receptores tipo Toll 

(TLR) 34, los cuales se encargan de desatar una respuesta inflamatoria principalmente 

mediada por NF-. H. pylori puede favorecer la regulación anti-inflamatoria a partir 

de la diferenciación de células T reguladoras (Treg) FoxP3, que inducen la liberación 

de IL-10, IFN-  e IL-17A citocinas características de linfocitos Treg, Th1 y Th17, en 

una ruta dependiente de la actividad enzimática de γ-Glutamiltranspeptidsa de H. 

pylori.35 Este mecanismo favorece la diferenciación de células Treg en células 

dendríticas a partir de la vía del receptor de quimiocinas C-C tipo 236. 

Debido a su capacidad de generar estrategias de evasión inmune, H. pylori puede 

regular la respuesta inflamatoria generada por el hospedero y de esta manera 

permanecer dentro de la mucosa gástrica durante décadas. La línea que divide una 

interacción crónica libre de riesgos y una que desarrolle un daño entre el hospedero 

y este patógeno es muy fina, pues si la respuesta inflamatoria es lo suficientemente 

agresiva puede tanto eliminar a la bacteria como ocasionar un daño en su nicho, 

generando diversas patologías de alto riesgo en el humano.  
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2.1  Patologías asociadas con H. pylori en adultos 

H. pylori es capaz de colonizar el estómago de su hospedero durante décadas 

y el sujeto puede permanecer asintomático, aun cuando el sistema inmune del 

hospedero desate una respuesta inflamatoria aguda en un primer momento, esto 

puede ser controlado por diferentes mecanismos, algunos de los que ya se han 

explicado. Aproximadamente el 20% de la población infectada por este 

microorganismo desarrolla una patología, en este caso el paciente presenta un 

proceso crónico inflamatorio o gastritis crónica, el 10-20% de la población total 

infectada desarrolla úlceras duodenales o úlceras gástricas, 1-3% adenocarcinoma 

gástrico y el 0.1% linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT). El cáncer 

gástrico es la quinta causa de muertes por cáncer en la población mundial, 

presentando una tasa de supervivencia general a 5 años inferior al 30%37. La 

infección de H. pylori se considera que juega el papel etiológico primario en esta 

patología, por tal motivo la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

(IARC) la clasificó como carcinógeno tipo I38. 

El establecimiento de una de estas patologías en el paciente, es el resultado de 

múltiples factores en función de a) la bacteria: factores de virulencia de H. pylori; b) 

el hospedero: bagaje genómico, fisiológico y estado inmunológico, implicados 

directamente con la respuesta inflamatoria; c) factores ambientales como el 

consumo sal, tabaco y la dieta39. 

 

2.2      Infección por H. pylori en niños 

La infección por H. pylori normalmente, se adquiere en la niñez y permanece 

durante décadas en el hospedero sin desarrollar una enfermedad. En países en 

desarrollo la mayoría de los niños a los 5 años ya están infectados40, 41. En México, 

13% de los niños menores de 5 años están infectados42, aumentando hasta el 38% 

en niños de 6 a 13 años43, 44. La presencia de H. pylori en estos pacientes se relaciona 

con hipoclorhidria y deficiencia de hierro principalmente; en los últimos años se ha 
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abordado la asociación de este patógeno con el desarrollo de otras patologías en 

niños como alergias o desnutrición. En población de niños en México, la desnutrición 

y obesidad resultan problemas de salud pública, un estudio en niños mexicanos 

asocio la presencia de H. pylori con bajos niveles de las hormonas leptina y 

obestatina encargadas de la regulación del apetito y crecimiento, poniendo de 

manifiesto la importancia de conocer más a fondo el papel que juega este patógeno 

en los infantes45. 

Existen diferencias a nivel de enfermedades gastroduodenales asociadas a H. pylori 

entre adultos y niños, la más evidente es que en niños la presencia de úlcera péptica 

cáncer y Linfoma tipo MALT es rara. En los pacientes pediátricos los niveles de 

inflamación gástrica son más bajos en comparación con los adultos y esto no se 

asocia al tipo de cepa o algún factor de virulencia. En estos pacientes a diferencia de 

los adultos, la respuesta inmune inflamatoria, Th1, Th17 y la infiltración de 

neutrófilos es menor, mientras que la respuesta inmune antinflamatoria IL-10, TGF-

 y los linfocitos Treg (reguladores) se encuentran en mayor medida. Estas 

diferencias son claves en el mantenimiento del patógeno dentro del hospedero, las 

cuales parecen ser reguladas principalmente por factores de virulencia de H. pylori46.  

 

3. Genes de H. pylori asociados a virulencia 

El proceso de colonización de H. pylori inicia con su capacidad de resistir los 

niveles de acidez del estómago, para después desplazarse a través del moco gástrico 

y adherirse a las células del epitelio gástrico, donde las condiciones son más 

favorables para su desarrollo. Como ya se mencionó antes, el adherirse al epitelio 

del estómago y su capacidad de permanecer allí, a pesar de la respuesta del 

hospedero, requiere de diversas herramientas moleculares presentes en el genoma 

de H. pylori, algunas de las cuales se denominan factores de virulencia.  

La presencia de los factores de virulencia es variable entre las cepas de H. pylori, sin 

embargo, la mayoría de estos se asocia al desarrollo de alguna patología. El principal 
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factor de virulencia con actividad de adhesina es BabA, la cual se une al antígeno 

Lewis B fucosilado, éste es asociado al incremento de lesiones histológicas en el 

epitelio gástrico y presenta una dinámica de recombinación significativa47. SabA es 

otra importante adhesina que se presenta más frecuentemente en pacientes con 

gastritis, este factor es regulado de forma importante por el mecanismo de SSM (por 

las siglas en ingles de slipped strand mispairing) lo cual da ventajas importantes de 

evasión inmune ante el hospedero48. La regulación por SSM se da en repetidos 

multimericos, que consisten en motivos homogéneos, heterogéneos o secuencias 

repetidas del genoma. Estos sitios son puntos importantes de desacoplamiento por 

la replicación del DNA, que resultan en el desplazamiento del marco abierto de 

lectura.  

Algunos otros factores de virulencia son asociados al daño en la mucosa gástrica 

generado por la presencia de H. pylori, además de relacionarse con mecanismo de 

regulación inmune. En este grupo se encuentran los factores de virulencia más 

estudiados y de mayor relevancia para el desarrollo de una patología, dos de este 

tipo de factores de virulencia codifican para las proteínas CagA y VacA. La proteína 

CagA es, una oncoproteína que es traslocada a las células del hospedero, a través 

de, la maquinaria de sistema de secreción tipo IV presente en la isla de 

patogenicidad CagPAI; esta proteína es capaz de activar varias rutas oncogénicas vía 

p53, además de ser capaz de interactuar con diferentes rutas de fosforilación. 

Mientras que VacA es una toxina formadora de poros, presente en la mayoría de las 

cepas de H. pylori, su mecanismo de secreción aún no se conoce del todo, sin 

embargo, parece estar relacionado con los niveles de pH ácidos; VacA es capaz de 

ocasionar múltiples alteraciones celular incluyendo la muerte celular49. 

Otro gran grupo de genes considerados factores de virulencia incluye a, los que 

codifican para proteínas externas de membrana (OMP), los cuales conforman un 

grupo ampliamente distribuido en las islas de patogenicidad, entre los que destacan 

oipA, iceA y dupA.  
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3.1.  Diversidad genética de H. pylori 

Se considera que esta bacteria es un organismo con gran diversidad genética 

resultado de su alta tasa de transmisión horizontal, mutaciones, sustituciones, 

inversiones, inserciones y depleciones genómicas50, 51. 

Lin y colaboradores en 2009 observaron que, la media de integración del DNA de H. 

pylori en un cromosoma es de 2058 + 1494 pb, lo que indica que H. pylori tiene una 

eficiencia de recombinación muy alta de un fragmento de integración52. Este dato 

resulta de gran importancia, tomando en cuenta que, en un solo paciente puede 

presentarse co-infección con distintas cepas. Un estudio en Corea observó, 

inconsistencia genotípica en 234 aislados, de 43 pacientes, donde particularmente 

existió una variación en el gen cagA del 16.4%, en vacA 19.7%, 34.4% para iceA y 

21.3% en el gen oipA, esta inconsistencia se observó en el 51% de los pacientes, 

además de, observarse co-infección en 68.4% de 19 pacientes evaluados por DNA-

PCR fingerprinting de la misma cohorte53.  

Algunos investigadores han sugerido que, los fagos han contribuido 

significativamente en la microevolución de H. pylori insertando elementos genéticos 

dentro de su genoma54, tal es el caso del transposón ISHp609 hallado en el profago 

B38 de H. pylori similar a los fagos de la familia Siphoviridae55.  

Como se mencionó antes, las mutaciones dirigen en gran medida la diversidad 

genética, tal como lo observaron Furuta y colaboradores en 2015, ellos colectaron 

muestras gástricas de una familia, madre e hijos. Encontrando alta sustitución de 

aminoácidos en genes de OMP’s, además de otros implicados en la biosíntesis de 

lipopolisacáridos, relacionados con lipoproteínas, proteínas de unión a penicilina en 

la pared celular y en la división celular56. Ellos argumentan que las mutaciones se 

relacionan a la adaptación de las cepas de la madre, en el estómago de los hijos 

receptores. 
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4. Región de plasticidad del genoma de H. pylori 

El genoma de Helicobacter pylori cuenta con alrededor de 1.6 millones de 

pares de bases (1.6Mb), que contienen aproximadamente 39% de G-C, su genoma 

alberga 1500 marcos abiertos de lectura (ORF’s) y cerca de 1500 proteínas57. Las 

primeras cepas secuenciadas fueron la J9958 y 2669559. Hasta la fecha se cuenta con 

687 genomas secuenciados disponibles en la base de datos PATRIC60. Se estima que, 

el core-genoma de H. pylori se compone de alrededor de 244 genes por genoma y 

mantiene un pan-genoma abierto. 

Alrededor del 4% del genoma se constituye por secuencias repetidas, las cuales son 

resultado del mecanismo de variación de fase, se estima que 46 genes se asocian 

con este mecanismo, entre los que se encuentran genes relacionados con la 

biosíntesis de LPS, genes de proteínas asociadas a la superficie celular, genes del 

sistema de restricción modificación (M-R), genes de proteínas hipotéticas y genes 

relacionados con los procesos metabólicos de la bacteria61. Se ha observado que, el 

7% de los genes de H. pylori son característicos de una cepa determinada, por lo que 

a estos genes se le denomina genes específicos de cepa y se ubican principalmente 

en regiones hipervariables, denominadas zonas de plasticidad o regiones de 

plasticidad62. Estas regiones de plasticidad están formadas por diversos genes de 

restricción modificación, transposasas, topoisomerasas y OMP, siendo consideradas 

regiones de flujo genético continuo63.  

Las regiones de plasticidad mantiene características muy similares a las de un 

sistema de secreción tales como que el porcentaje de GC es distinto al del resto del 

genoma, regiones de acoplamiento con elementos IS, genes de integración, factores 

de un sistema de secreción, moléculas efectores con capacidad de translocación en 

las células del hospedero, además de contener el mayor número de genes 

específicos de cepa y OMP’s del genoma, junto a un grupo de genes con homología 

funcional principalmente64, 65. Kersulyte y colaboradores en 2009 observaron que, 

las regiones de plasticidad de H. pylori pueden estar conformadas por transposones 
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tipo 1, 2 y 1b los cuales se identifican a partir de secuencias altamente relacionadas 

a repetidos flanqueados por la secuencia 5’AAGAATG, además de diferencias en la 

secuencia del DNA y el orden de los genes que la componen; estos genes 

posiblemente integrados por la tirosina recombinasa XerT66. 

Una de las regiones de plasticidad más caracterizada es de la cepa J99. Esta región 

cuenta con alrededor de 45 Kb que se componen de los genes jhp0914 al jhp0961, 

se constituye principalmente por proteínas de replicación del DNA, de 

recombinación, modificación y restricción, sistemas de reparación, además de genes 

sin homología con otros genes (Figura 2). 

 

  

Figura 2. Región de plasticidad de la cepa J99. Esta región comprende del ORF 

jhp0914 al jhp0951, los cuales pueden ser transcritos en sentido hacia derecha del 

promotor (flecha azul) o a la izquierda (flecha verde). 

 

Se sabe que, factores de virulencia como el gen promotor de úlceras duodenales a 

(dupA), el gen inducido por contacto con el epitelio A (iceA) y las regiones de 

plasticidad 1 y 2 (PZ1 y PZ2), que están fuertemente asociados a la plasticidad 

genómica, no se asocian a un mismo grupo filogeográfico; mientras que los factores 

de virulencia como cagA, vacA y en el gen babA, mantienen una distribución 

parcialmente correlacionada en un mismo grupo filogeográfico67. Lo que pone en 

relevancia, que algunos de los principales factores de virulencia pueden tener una 
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estrecha relación filogenética y algunos otros ser dirigidos principalmente por 

mecanismos de plasticidad. 

 

4.1. Genes de la región de plasticidad asociados a enfermedad 

La frecuencia de los genes pertenecientes a la región de plasticidad ha sido 

estudiada en cepas de diferentes regiones geográficas, en cepas de niños y adultos, 

cepas de adultos con diferentes enfermedades gastroduodenales, lo que ha 

permitido conocer que algunos de ellos están asociados a enfermedad. Gracias al 

estudio de factores de virulencia asociados a enfermedad que se encuentran dentro 

y fuera de las regiones de plasticidad de H. pylori ha sido posible encontrar algunas 

características con las cuales es posible clasificarlas en tres principales categorías, tal 

como propuso Yamaoka en 2008 (Figura 3).  

 

Figura 3. Categorías de los Factores de Virulencia de H. pylori de acuerdo a la 

clasificación de Yamaoka y cols. 2008 No. Referencia 68. 

Primero, él propone a los genes específicos de cepa, los cuales se presentan solo en 

una cepa de H. pylori, la segunda categoría incluye a los genes que son modificados 

por el mecanismo de variación de fase, mientras que la tercera categoría incluye a 

los genes que presentan genotipos o estructuras variables, dependiendo de la cepa. 



- 16 - 
 

De acuerdo a esta clasificación podemos incluir a la región de plasticidad de la cepa 

J99 de H. pylori dentro de los factores de la primera categoría68. 

Uno de los primeros estudio sobre esta región de plasticidad incluyó 20 de los ORF’s 

que la constituyen en población latinoamericana, encontrando mayor frecuencia de 

los genes jhp0940 y jhp0947 en cepas de pacientes con cáncer gástrico6; la 

asociación de esta región de plasticidad y el desarrollo de una patología como 

cáncer gástrico y úlcera pépticas ha sido evaluada en alrededor de una decena de 

estudios. En Brasil se observó la asociación del gen jhp0947 en cepas de pacientes 

con cáncer gástrico y úlcera duodenal, además de no encontrar relación del gen 

jhp0940 con estos pacientes69. Otro estudio en Turquía, encontró relación con los 

genes jhp0912 y jhp0931 y el desarrollo de úlceras pépticas, pero no con el gen 

jhp094070. En 29 pacientes adultos que incluían pacientes con gastritis no atrófica, 

con úlcera duodenal y cáncer gástrico en población mestiza mexicana, Romo-

González y colaboradores en 2009, observaron mediante un ensayo de 

microarreglos que de 1660 genes identificados en el total de aislados, el 20.5% (341) 

de los genes eran genes que no se encontraban en más de un genoma, de los cuales 

el 37% (127) de estos genes, se encontraban en una región de plasticidad distinta a 

la región cag PAI. Además, estas regiones de plasticidad contenían un patrón 

genómico significativamente distinto entre los grupos de gastritis no atrófica y el 

grupo de úlcera duodenal o cáncer gástrico63. Yakoob y colaboradores en Pakistán 

observaron, mayor frecuencia del gen jhp0940 en pacientes con úlceras gástricas, el 

gen jhp0947 con úlcera duodenal y ambos en pacientes de cáncer gástrico; y que 

esta asociación era independiente de la presencia del gen cagA71. En un estudio que 

incluyó a más de 500 pacientes de países occidentales (Estados Unidos y Colombia) y 

países del Este de Asia (Corea del Sur y Japón), se concluyó que la presencia del gen 

jhp0940 se relaciona con un menor riesgo de presentar úlceras pépticas, mientras 

que el gen jhp0945 tenía una prevalencia mayor en úlcera gástrica, úlcera duodenal 

y cáncer gástrico, comparado con gastritis en los pacientes del Este de Asia5, de igual 

forma otro estudio en China encontró la misma asociación del gen jhp0945 con 



- 17 - 
 

pacientes de cáncer gástrico, además de observar que el gen jhp0949 parece estar 

relacionado en cepas de pacientes que desarrollan úlceras pépticas o cáncer 

gástrico72. 

En Teherán se invitó a 143 familiares (hermanos, hermanas o hijos) de pacientes que 

desarrollaron cáncer gástrico y fueron sometidos a una cirugía; para comparar a los 

diferentes alelos de los factores de virulencia cagA, vacA y el gen jhp0947, ellos 

encontraron que la combinación alélica con vacA y cagA con jhp0947 presentó una 

prevalencia mayor al 50%, que no presentan una diferencia significativa en 

pacientes con gastritis o que presentan atrofia, sin embargo también determinaron 

que la ganancia y pérdida del gen jhp0947 parece ser un fenómeno dinámico que 

ocurre durante la infección crónica de esta bacteria73.  

En 2013 en Argentina, se evaluó el perfil de co-infección de la mucosa a partir de 

aislados de pacientes con úlceras duodenales, úlceras gástricas y cáncer gástrico 

tomando muestras de estos pacientes de diferentes regiones del estómago como la 

curvatura media mayor, antro y cuerpo entre otras Se encontró que la variación de 

los genes jhp0926 y jhp0945 es significativamente mayor en aislados recuperados de 

pacientes con úlcera péptica, además de que la variación de los genes jhp0940, 

jhp0947 y jhp0949 era similar en pacientes con úlcera péptica y cáncer74. También 

encontraron que existía relación en la prevalencia de los genes jhp0940, jhp0945, 

jhp0947 y jhp0949 con los pacientes que desarrollaron cáncer gástrico. En México en 

2015, se evaluó la frecuencia de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 

además de su asociación con otros factores de virulencia cagA, cagPAI y dupA en 

cepas de niños. Estos genes tienen una frecuencia mayor al 50% en esta población, 

donde el gen jhp0940 se presentó en el 53.1%, el gen jhp0945 en el 44.9%, el gen 

jhp0947 en 77.6% y el gen jhp0949 en 83.7% de los aislados. Por otro lado, el patrón 

genotípico, que incluye a los cuatro genes fue el más frecuente (24.5%). Tras este 

resultado  ellos identificaron que los patrones y prevalencias genotípicas en los 

niños eran totalmente distintos a los observados en adultos, lo que los hizo apoyar 
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la idea de que estos genes podrían ser importantes en el proceso de adaptación 

previo al desarrollo de una enfermedad como cáncer gástrico o úlceras pépticas11. 

Las investigaciones más recientes en India (2016) en pacientes adultos con dispepsia 

no ulcerativa y úlcera duodenal reportan prevalencias de 13.3% para jhp0940, 38.9% 

para jhp0945, 39.8% con jhp0947 y 31% para jhp0949 determinando que existía una 

asociación de estos genes con enfermedad75. Además, en este estudio evaluaron la 

inducción de IL-8 en células AGS de cepas positivas para cagA, vacA y esos cuatro 

genes, encontrando que estas cepas generan una mayor inducción de esta 

quimiocinas, generando mayor apoptosis en estas células. Estudios en Irán en 2017 

en pacientes con gastritis no atrófica, úlceras duodenales, úlceras gástricas y cáncer 

gástrico, observaron una correlación positiva en el desarrollo de cáncer gástrico y 

úlcera duodenal con la presencia de los genes cagE, jhp0940, jhp0945 y jhp094776 

Ellos también observaron que la presencia de jhp0940, por si sola, presentaba una 

fuerte asociación con el desarrollo de cáncer gástrico y una correlación negativa con 

el desarrollo de úlceras pépticas.   

 

5. Características de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 

 El gen que más se ha caracterizado entre los genes de la región de plasticidad 

asociados a enfermedad es jhp0940. Este gen junto con jhp0947 ha sido asociado a 

inflamación crónica, definida por un incremento de linfocitos y células plasmáticas 

en la lámina propia71. El gen jhp0940 es llamado cinasa A de translocación celular 

ctkA por sus siglas en inglés, tiene una actividad de autofosforilación además de ser 

una Serina/treonina cinasa capaz de aumentar la fosforilación de NF-κβ induciendo 

TNF-de manera dosis dependiente en células HeLa7. Previamente Rizwan y 

colaboradores en 2007, tras cultivar macrófagos TPH-1 con la proteína 

recombinantes de CTKA, también observaron la inducción de  TNF-α, IL-6 e IL-8 de 

manera dosis dependiente vía translocación de  NF-κβ8. Tenguria y colaboradores en 

2014 encontraron que H. pylori es capaz de secretar la proteína de CTKA e inducir la 

expresión de caspasa-1 en macrófagos RAW264.7 aumentando la transcripción de 
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IL-1, lo que induce el reclutamiento e infiltrado de células inmunes en la mucosa 

gástrica, además de observar que CTKA es capaz de disminuir la viabilidad celular a 

través del receptor Fas77.  

Occhialini y colaboradores en 2000 ya habían propuesto que probablemente los 

genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se regulaban como un operón6. Sin embargo, la 

información que se tiene de estos genes es escasa. Se sabe que las cepas que 

contienen estos tres ORF’s muestran una mayor inducción de IL-8 al co-cultivarse 

con células AGS, además de inducir en éstas células, mayor cantidad de muerte 

celular por apoptosis vía caspasa-375. Un estudio en Holanda determino con 1061 

cepas silvestres y 231 mutantes de H. pylori, que la disrupción del locus jhp0945-

jhp0947-jhp0949 disminuye su capacidad de inducir la producción de IL-12 en 

monocitos TPH-1, lo que disminuiría la activación de la respuesta inmune Th-1 

asociada a un fenotipo proinflamatorio que resulta en daño a tejido, entendiendo 

que el locus completo confiere a una cepa mayor capacidad patogénica77. 

Un estudio menciona que el gen jhp0947 es homologo al gen jhp0938 (hp0990) y a 

jhp253 (hp133), y su región N-terminal tiene homología con jhp0477 (hp0528) el 

cual forma parte del importante sistema de secreción tipo IV de la  cag PAI10. Sin 

embargo, poco se sabe de la función específica de los genes jhp0945, jhp0947 y 

jhp0949. 
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6. Justificación 

Los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 han sido propuestos como genes 

asociados a enfermedad gastroduodenal, se han sugerido como marcadores de 

virulencia en la patogénesis de H. pylori. Sin embargo, se desconocen los niveles de 

expresión en aislados de H. pylori de niños y adultos. 

 

7. Planteamiento del problema 

No se conocen los niveles de expresión de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y 

jhp0949 de la región de plasticidad de H. pylori. Tampoco se sabe si existe diferencia 

entre los niveles de expresión de estos genes en el grupo de pacientes pediátricos y 

adultos. El análisis del genoma de H pylori  sugiere, que puede haber co-expresión 

entre los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949, sin embargo, no existen datos 

experimentales que lo corroboren. 

 

8. Hipótesis 

1. Existirá una diferencia significativa en los niveles de expresión de los genes 

jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre el grupo de niños y adultos. 

 

2. Habrá asociación en la expresión de los genes de la región de plasticidad 

jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949.  

 

9. Objetivo 

Determinar los niveles de expresión de los genes de la región de plasticidad jhp0940, 

jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en aislados de H. pylori de niños y adultos. 
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10.  Metodología 

Para este estudio se obtuvieron aislados de Helicobacter pylori de biopsias 

gástricas de niños y adultos. Mediante qRT-PCR se evaluó la expresión de los 

genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 a partir del RNA de cultivo decepas 

de pacientes infectados. El proceso metodológico se resume en el siguiente 

diagrama (Figura 4). 
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10.1.  Obtención de cepas de Helicobacter pylori. 

Las cepas de H. pylori se obtuvieron del Laboratorio de Bacteriología de la 

Unidad de Investigación en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de 

Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo XXI. H. pylori se aisló de biopsias gástricas 

de niños y adultos, se contaba con carta de consentimiento informado en el caso de 

los adultos, mientras que en el caso de pacientes menores de edad, cartas de 

asentimiento y consentimiento informado. 

Cada uno de los aislados de H. pylori se encontraban preservados a -70°C en caldo 

Brucella al 16% de glicerol (Anexo 1), para su manipulación las muestras se 

mantuvieron  en hielo seco evitando su total descongelamiento, lo que podría 

disminuir su viabilidad.  En el laboratorio, se inoculó aproximadamente 100 µl de 

cada cepa, en cajas Petri con agar base sangre (Anexo 1) con 5% v/v de sangre de 

carnero y 0.2% v/v de antibiótico TV (trimetroprim y vancomicina) y se incubó a 37°C 

por 48 horas en ambiente con  9% de CO2.  Una vez transcurrido este tiempo de 

crecimiento se sembró por estriado en una placa nueva de agar base sangre y se 

incubó en las mismas condiciones para la posterior extracción de ácido nucleico. Se 

contó con cepas control de H. pylori ATCC J99 (control positivo) la cual, posee los 

genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949; y como control negativo se utilizó la 

cepa ATCC 26695, la cual carece de estos genes. 

 

10.2. Extracción de DNA de cepas de H. pylori  

Se extrajo DNA a todas las cepas, mediante el kit comercial Wizard Genomic DNA 

Purification (Promega. Madison, WI, EUA), de acuerdo a las indicaciones del 

proveedor. Se cuantificó en Nanodrop la cantidad de DNA obtenido y se verificó la 

pureza de acuerdo al índice 260/280, donde el valor promedio de las muestras 

estaba entre 1.7-1.9. Una vez que se obtuvo el DNA, este material genético fue 

preservado a una temperatura de -20°C hasta su uso. 
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10.3. Identificación de los genes ureA, 16S rRNA, jhp0940, 

jhp0945, jhp097 y jhp0949 por PCR punto final  

Se realizó PCR punto final para identificar la presencia de los genes constitutivos 

16S rRNA, ureA y los genes de la zona de plasticidad jhp0940, jhp0945, jhp0947 y 

jhp0949, tanto en las cepas control (J99 y 26695) como en las cepas problema 

(Anexo 2). Las condiciones del termociclador utilizadas para los genes 16s rRNA y 

ureA  fueron: se aplicó una temperatura inicial de 95°C por 5 min, y 40 ciclos de 

desnaturalización a 95°C por 10 seg, alineamiento a 59°C por 40 seg y extensión de 

72°C por 1 min; para terminar con un hold de 72°C por 5 min. En el caso del gen 

jhp0940 se realizó un hold inicial de 94°C por 5 min, luego 35 ciclos de 

desnaturalización a 92°C por 30 seg, alineamiento de 56°C a 45 seg y extensión de 

72°C por 5 min; finalmente se incubó a 72°C por 5 min. Los genes jhp0945 y jhp0947  

se incubaron inicialmente a 94°C por 5 min, junto con 35 ciclos con un tiempo de 

desnaturalización a 94°C por 1 min, alineamiento a 62°C por 1 min y extensión de 

72°C por 1 min; para finalizar con un hold de 72°C por 7 min. Para el gen jhp0949 se 

utilizaron dos juegos de primers (jhp0949a y jhp0949b), considerándose como 

presencia del gen, si con algunos de los dos pares de primers amplificaban. Con los 

dos pares de cebadores se realizó una incubación inicial de 95°C por 5 min, 35 ciclos 

de desnaturalización a 95°C por 30 seg, alineamiento de 48°C por 45 seg y extensión 

de 72°C por 30 seg; para terminar con incubando a 72°C por 5 min. Para el jhp0949b 

una temperatura de alineamiento de 56°C. Las secuencias de todos los se muestran 

en la Tabla 1.  

Tabla 1.  Secuencias de primers para PCR punto final para los genes 16S rRNA, ureA, 

jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949. 

GEN Primer Forward Primer Reverse pb Referencia  

16S rRNA 5’TGCGAAGTGGAGCCAATCTT-
3’ 

5’GGAACGTATTCACCGCAACA-

3’ 

118 Yamazaki 

No. Ref. 85 

ureA 5’-CGT GGC AAG CAT GAT CCA 
T-3’ 

5’-GGG TAT GCA CGG TTA CGA 
GTT T-3’ 

77 Ramírez-

Lázaro No. 
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Ref. 84 

jhp0940 5’-GAA ATG TCC TAT ACC AAT 

GG-3’ 

5’-CCT AAG TAG TGC ATC AAG 
G-3’ 

591 Occhialini 

No. Ref. 6 

jhp0945 5’ CAA TGC GAC TAA CAG CAT 
AG-3’ 

5’ CGC ATT TGC TGT CAT CTT 
TG-3’ 

1028 Occhialini 

No. Ref. 6 

jhp0947 5’-GAT AAT CCT ACG CAG AAC 

G-3’ 

5’-GCT AAA GTC ATT TGG CTG 
TC-3’ 

611 Occhialini 

No. Ref. 6 

jhp0949a 5’-ATA GGA GTG GGT GCT TAC 

TT-3’ 

5’-AGC AAC AAC AAA GGC 

ATG TA-3’ 

787 de Jonge No. 

Ref. 10 

jhp0949b 5’-TTC AAA AAG TCC CCG AAA 
TG-3’ 

5’-GGA TGT CCT GGC ATG TCT 

CT-3’ 

200-

300 

Sugimoto 

No. Ref. 5 

 

 

10.4. Extracción de RNA de cepas control positivo negativo y 

problema de Helicobacter pylori  
 

La extracción del RNA se realizó por medio de la técnica de Trizol (Invitrogen. 

Carlsbad, CA, EUA). La concentración de bacteria se unificó utilizando una 

concentración de 0.6 O.D. de células en todos los casos. Se centrifugó cada muestra 

a 10,000 rpm por 1 min y se decantó el sobrenadante. A continuación se adicionaron 

200 µl de GES y se mantuvo a temperatura ambiente por 5 min, las células fueron 

homogeneizadas por pipeteo, una vez transcurrido el tiempo se agregaron 800 µl de 

Trizol y se incubó a 30°C por 10 min. Posteriormente se agregaron 200 µl de 

cloroformo frio y se agitó por 10 seg, la muestra se dejó a temperatura ambiente 

por 3 min, en esta etapa la muestra comienza a separarse en tres fases, para 

mejorar la separación de estas fases se mantuvo la muestra a 4°C por 5 minutos, 

depues de este tiempo y se centrifugó a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se transfirió la 

fase acuosa a un tubo eppendorf y se agregaron 500µl de Isopropanol a 

temperatura ambiente por 10 min, posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm 

durante 10 min a 4°C, al terminar se decantó el sobrenadante. El RNA se lavó dos 

veces con etanol al 75%, se centrifugó a 8000 rpm por 5 min a 4°C y al finalizar el 
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etanol fue decantado. Se dejó secar completamnte, para eliminiar residuo de etanol. 

El RNA se diluyó en 35 µl de agua libre de DNasas y RNAsas y se incubó a 56°C por 10 

min e inmediatamente después se preservó a -70°C. 

Para determinar la integridad del RNA se realizó una electroforesis durante 50 

minutos a 90 volts, en un gel de Agarosa al 2% con TBE 1x y 0.001% de Bromuro de 

etídio. Se buscó observar las subunidades ribosomales 16S y 23S, las cuales se 

identificaron con ayuda de un marcador de peso molecular RiboRuler High Range 

RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific. EUA) por su número de bases 1,500 y 2,800 

respectivamente.  El RNA se cuantificó utilizando nanodrop. En el caso del índice 

260/280 se debían obtener valores entre 1.8 y 2 mientras que para el índice 260/230 

se buscaron los valores de 1.7 a 1.9 para considerar una extracción de RNA libre de 

contaminantes. 

10.5. Tratamiento con DNASE I 
Para evitar la contaminación en el RNA por DNA genómico, lo que puede dar 

resultados falsos positivos en las pruebas de qRT-PCR, se realizó un tratamiento de 

eliminación  de DNA a partir de la enzima DNase I (Thermo Fisher Scientific. EUA) 

donde se agregó 1U de la enzima con una concentración 1X del regulador de DNase 

para cada µg de RNA, siguiendo las indicaciones del proveedor. 

10.6. Estandarización de la técnica de retrotranscripción (RT) 

Una vez que se obtuvo el RNA se realizó la retrotranscripción mediante el 

protocolo de  SuperScript Firs-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen. CA, 

EUA) (Anexo 3). Para este ensayo se prepararon 20 µl de reacción con 50 ng de 

hexámeros al azar, además de una concentración final de 0.5 mM de la mezcla de 

dNTP’s, 1X RT Buffer, 5 mM de MgCl2, 5 mM DTT y 40U de RNaseOUT para 

retrotranscribir una muestra de 1µg de RNA con previo tratamiento de DNasa. 
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10.7. Validación de la retrotranscripción de los genes de H. 

pylori 16S rRNA, ureA, jhp0940, jhp0945, jhp097 y jhp0949  

Se verificó la síntesis de cDNA de los genes constitutivos así como de los genes 

problema de todas las muestras y controles mediante PCR punto final. Para los 

genes 16S rRNA, ureA, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 se realizó una incubación inicial 

de 95°C por 5 min, junto con 40 ciclos con un tiempo de desnaturalización a 95°C 

por 5 seg, alineamiento a 59 °C por 40 seg y extensión de 72°C por 1 min; para 

finalizar se incubó a 72°C por 5 min. Para el gen jhp0940 se realizó un ensayo de PCR 

por gradiente donde la temperatura de alineamiento abarcó de 50-64 °C, las 

condiciones de desnaturalización y extensión fueron iguales a las de los demás 

genes (Tabal 2).  

 

 

Tabla 2.  Diseño de primers y sonda TaqMan para ensayo de RT-PCR de los genes 

16S rRNA, ureA, jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949. 

 

Gen Primers Forward Primers Reverse Sonda TaqMan pb 

16S 
rRNA 

5’ tgcgaagtg gagccaatctt3´ 5’ggaacgtattcaccgcaaca3’ 5’-6FAM-CCTCCTAgTT 
CggATTgTAg gCTgCAAC--
BBQ3´ 

199¥ 

jhp0940 5’ cgtggcaa gcatgatccat3´ 5’ gggtatgcacggttacgagttt3´ 5’-Cyan500-TCAggAAACA 
TCg CT TCAATACCCA CTT --
BBQ3´ 

591*¥ 

jhp0945 5’ gaaatgtcct ataccaatgg3´ 5’ cctaagtagtgcatcaagg3´ 5’-6FAM- TTACCACCCA TCA 
ATACgA gCTTgTAgA--BBQ3´ 

179¥ 

jhp0947 5’ agagatgaca ctaaatgcgcttat3´ 5’ tgtaaggcgcatttgctg3´ 5’-6FAM-AgTTgCATgg 
CgTATTgAg CgC C-BBQ3´ 

122¥ 

jhp0949  5’ tggataatcct acgcagaacg3´ 5’ cctatctaatgtgtcttgagcg3´a3´ 5’-6FAM-TggAATggTgCT 
AAAAgAg CATgggA-BBQ3´ 

235¥ 

ureA 5’ggatgtcctggcatgtctct3´ 5’ ttcaaaaagtccccgaaatg3´ 5’-6FAM-ACgCTATCTTTg 
gCACACAA ggTggT--BBQ3´ 

77+ 

¥Diseño por Empresa Tib Molbiol 
*Occhialini y cols. 2000 diseño primers. No. Referencia  6 
+ Ramírez-Lázaro y cols. 2011 No. Referencia  84 
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10.8. qRT-PCR para los genes de H. pylori 16S rRNA, ureA, 

jhp0940, jhp0945, jhp097 y jhp0949  

Para este análisis primero se realizó un ensayo de expresión a partir de una 

curva de dilución para cada uno de los genes tanto constitutivos como genes 

problema, para hacer este ensayo se utilizó la cepa control positivo de H. pylori J99, 

donde se generó una regresión lineal con los datos de la Cp de cada punto, se evaluó 

la Eficiencia (E) de la reacción que debía situarse entre 2-1.9 y se determinó el Error 

(e) con valores aceptables menores a 0.02. Los puntos evaluados en la recta fueron 

en base a diluciones a partir de 1 µg/µl de cDNA (1:10, 1:100, 1:1,000 y 1:10,00), 

donde cada punto fue evaluado por duplicado. Los ensayos para cada uno de los 

genes se realizaron de forma individual, incluyendo como control positivo la cepa 

J99 de H. pylori, como control negativo la cepa 26695 de H. pylori y un blanco. 

La qRT-PCR se realizó mediante la técnica de hidrólisis por sondas TaqMan (diseño 

TibmolBiol), de acuerdo al protocolo estándar del kit LightCycler Taqman Master 

Versión 08 (ROCHE. Mannheim, Alemania), las corridas se realizaron en un 

termociclador capilares modelo LightCycler 2.0 (Anexo 4). Todas las muestras de los 

pacientes se analizaron por triplicado; incluyendo un control interno sin templete 

(blanco), un control positivo (cepa H. pylori J99) y un control negativo (cepa H. pylori 

26695), utilizando una dilución 1:10. Cada reacción fue realizada en un volumen final 

de 10 µl con una concentración de cebadores y sondas TaqMan de 1 μM y 0.07 μM 

respectivamente (Tabal 2). Las condiciones de qRT-PCR para todos los genes fueron: 

para comenzar se incubó a 95°C por 10 min, 45 ciclos de desnaturalización a 95°C 

por 10 segundos, alineamiento a 59°C por 45 segundos y extensión de 72°C por 1 

segundo; para finalizar con un hold de 72°C por 30 segundos. 

Se consideró cada valor de Cp en cada ensayo como positivo si a) eran positivas en el 

análisis de presencia del gen por PCR, b) si la desviación estándar de cada ensayo 

por triplicado de qRT-PCR era menor a 0.02. Se evaluaron dos genes constitutivos, el 

16S rRNA y ureA para este estudio, donde se buscó principalmente la homogeneidad 
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de las mediciones en las muestras. Otros factores que influyen son el número de Cp 

de distancia entre el gen problema y el gen constitutivo, siendo que cada 3 Cp es 

1x103 pb de diferencia; a partir de los datos obtenidos se determinó que estos dos 

genes eran candidatos idóneos para este estudio. Por lo que los resultados fueron 

determinados a partir del gen 16SrRNA, ya que es uno de los genes constitutivos 

más recurrentes en la literatura. 

Los valores de la Cp de cada uno de los genes problema se normalizó con el gen 

constitutivo 16S rRNA de H. pylori para determinar su expresión relativa, mediante 

la fórmula: Expresión relativa del gen= ΔCp Gen problema – ΔCp de 16S rRNA. 

 

11.  Análisis estadístico  

Se comparó el nivel de expresión entre el grupo de adultos y niños mediante una 

prueba t de Student, considerando una diferencia significativa de p≤0.05. Para el 

análisis de correlación de la expresión entre los genes se utilizó la prueba de 

correlación de Pearson, considerando una diferencia significativa de p≤0.05. 
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12.       Resultados 

12.1. Población de estudio 

Se estudiaron un total de 17 cepas de H. pylori obtenidas de niños y adultos, de 

las cuales 9 cepas fueron de adultos y 8 de niños. En el grupo de los adultos 3 de 

ellos presentaban gastritis crónica, 2 úlcera duodenal, 3 cáncer y 1 metaplasia. Los 

niños presentaban dolor abdominal recurrente y agudo, al momento del estudio. 

12.2. Genotipificación por PCR punto final 

Se identificó la presencia de los genes constitutivos 16S rRNA y ureA así como los 

genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 tanto en las cepas control J99 y 26695 

como en las cepas de niños y adultos del estudio  (Anexo 5). La frecuencia de cada 

uno de estos genes fue la siguiente: ureA 100% (17/17), 16S rRNA 100% (17/17), 

jhp0940 17.64%(3/17), jhp0945 58.82%(10/17), jhp0947 58.82%(10/17), y jhp0949 

64.70%(11/17). No se encontró diferencia significativa en la frecuencia de los genes 

problema entre el grupo de adultos y niños (Tabla 3). 

 Tabla 3. Frecuencia de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en el grupo 

de niños y adultos. 

*   Prueba estadística  T de student. 

 

GEN 
 

 

NIÑOS (N=8) 
% 

ADULTOS (N=9) 
% 

P* <0.05 

jhp0940 (3)37.5 (0) 0 0.082 

jhp0945  (4)50 (6)66.6 0.3 

jhp0947 (4)50 (6)66.6 0.3 

jhp0949 (4)50 (7)77.1 0.2 
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12.3. Expresión de los genes constitutivos 16S rRNA y ureA en 

aislados de H. pylori de niños y adultos 

La expresión de los genes constitutivos a partir del RNA (Anexo 6), fueron 

evaluados en las muestras problema y en los controles. Se utilizaron 200 ng de cDNA 

para cada ensayo de qRT-PCR, y cada ensayo fue realizado por triplicado. Previó al 

análisis de las muestras se realizó la curva estándar de concentración a partir de las 

cepas control positivo y negativo de cada uno de los genes constitutivos y problema, 

donde se determinó utilizar las diluciones 1:10 (Anexo 7).  

No se encontró diferencia significativa en la expresión de 16S rRNA de adultos 

respecto a niños (p<0.05). En las cepas de los niños el limite menor de expresión fue 

de 13.1 Cp mientras que el rango mayor de 19.4 Cp; en el caso de los adultos el 

limite menor fue de 12.92 Cp y el limite mayor fue de 15.2 Cp (Gráfica 1 y 2). 

Aunque no se observó diferencia en los niveles de expresión entre los dos grupos, se 

hizo evidente que los niveles de expresión en el grupo de adultos se expresaban de 

forma más homogénea en comparación con el grupo de niños, ya que el tratamiento 

fue el mismo en los dos grupos es probable que esta resultado se relacione 

directamente con las características del grupo. 

 

Gráfica 1. Ensayo de qRT-PCR del gen 16S rRNA de cepas cultivadas de H. pylori. 
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Gráfica 2. Ensayo de qRT-PCR del gen 16S rRNA de cepas cultivadas de H. pylori. 

 

En el caso del gen ureA el límite menor en el grupo de niños fue de 18.1 Cp y el 

límite mayor de 25.51 Cp; en el caso del grupo de adultos el límite menor fue de 

19.66 Cp y el límite mayor fue de 25.17 Cp. En este gen tampoco hubo diferencia 

significativa en los niveles de expresión de los dos grupos (p= 069) (Gráfica 3 y 4). En 

el caso del gen ureA al igual que con 16S rRNA se observó que las muestras en el 

grupo de adultos se expresaban de forma más homogénea en comparación con las 

cepas de los niños.   

 

Gráfica 3. Ensayo de qRT-PCR del gen ureA de cepas cultivadas de H. pylori. 
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Gráfica 4. Ensayo de qRT-PCR del gen ureA de cepas cultivadas de H. pylori. 

 

 

12.4. Expresión de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y 

jhp0949 en aislados de H. pylori de niños y adultos 

En el caso de los genes problema se realizó el en sayo de qRT-PCR en las 

muestras que fueron positivas al ensayo de PCR a partir de DNA genómico (Anexo 

8). Como ya se mencionó antes, la frecuencia de los genes jhp0940, jhp0945, 

jhp0947 y jhp0949 es distinta de acuerdo a la población, la cepa, la población de 

estudio y la edad de los pacientes. Cada muestra de paciente mantuvo un patrón 

que podía incluir: solo uno de estos genes, los cuatro genes, ninguno o una 

combinación de ellos. Por tal motivo 3 muestras de niños y 2 muestras de pacientes 

fueron excluidas del ensayo de qRT-PCR debido a que no presentaron ninguno de los 

genes problema. 

Al realizar la qRT-PCR para el gen jhp0940, en las tres muestras positivas de 

pacientes niños, no se observó la expresión de este gen, tanto en cepas control 

positivo como en cepas de pacientes. Estos resultados fueron confirmados por PCR 

punto final utilizando en cDNA como templete. 

Los niveles de expresión de los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 fueron evaluados 

en todas las cepas de pacientes positivas por PCR de DNA genómico, teniendo en 

cuenta que podían contener uno, dos o los tres genes. La metodología para el 
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ensayo de qRT-PCR en los genes problema fue la misma que en los genes 

constitutivos. 

Al realizar las curvas de dilución de estos genes en la cepa control positivo J99, se 

observó que los límites mínimos detectables de concentración en la dilución se 

encontraban entre 1:100 y 1:1000 a partir de una muestra con 1000 ng de cDNA por 

lo que se decidió trabar con la dilución 1:10. A demás, se encontró en un rango 

menor de concentración de entre 6 a 9 Cp en relación a genes los constitutivos. 

 

12.5. Comparación de los niveles de expresión de los genes 

jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en aislados de H. pylori de niños y 

adultos 

Para este estudio se utilizó la expresión relativa de todos los genes problema a 

partir de normalizar los datos con el gene 16S rRNA (Anexo 9). Sin embargo, también 

se realizó el mismo ejercicio utilizando en gen ureA, en el cual no se encontró 

diferencia significativa (Anexo 10).  

La expresión de los genes jhp0945, jhp0947 y Jhp0949 se observó en todas las cepas 

donde estos genes estuvieron presentes. Al comparar la expresión de estos genes 

entre niños y adultos no se encontró diferencia significativa en los genes jhp0945 

(p=0.36); jhp0947 (p=0.67); jhp0949 (p=0.531) (Gráfica 5).  

Sin embargo, tras realizar una análisis de variancias con la prueba F de Fisher entre 

las cepas de niños y adultos, considerando un valor significativo de p<0.05, se 

observó que existía una diferencia significativa en la distribución de los datos en 

cada grupo (jhp0945 p=0.014; jhp0947 p=0.02; jhp0949 p=0.002) este resultado 

indica que aunque no exista una diferencia en el nivel de expresión entre cepas de 

niños y adultos, las  cepas de niños tuvieron mayor heterogeneidad en la expresión 

de estos genes en comparación a las cepas de adultos, donde la desviación estándar 

entre las muestras fue menor. En este caso el número de las muestras es un factor 
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muy importante a considerar, ya que, es evidente que el rango de expresión de 

estos genes es totalmente distinto entre niños y adultos. Lo que podría indicar, por 

un lado que al aumentar el número de muestra en el grupo con mayor 

heterogeneidad, surjan dos o más subgrupos que estarán asociados por 

característica especifica. Y estos subgrupos, a su vez, pueden estar más o menos 

relacionados con alguna de las patologías que se desarrollan los pacientes adultos. 

Gráfico 5. Expresión relativa de los genes jhp0949, jhp0945 y jhp0947 de H. pylori 

normalizados con 16S rRNA. Rombos= cepas de niños para el gen jhp0949 (n=4), 

jhp0945 (n=4) y jhp0947 (n=4). Cuadrados= cepas de adultos pare el gen jhp0949 

(n=7), jhp0945 (n=6) y jhp0947 (n=6). Los triángulos representan la media de cada de 

uno los grupos. Cada paciente pediátrico está señalado con el mismo color en cada 

gen y en el caso de los pacientes adultos sólo se señaló el paciente con mayor y 

menor nivel de expresión en cada gen. 
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A partir de los datos generados, queríamos saber si los niveles de expresión de 

nuestros genes se asocian entre sí, lo cual pudiera responder a una posible co-

expresión, ya que los datos de frecuencia en diversas poblaciones los asocian 

fuertemente. Se observó una asociación positiva entre la expresión de jhp0945, 

jhp0947 y jhp094, al realizar el análisis de correlación de Pearson (Gráfico 6) (Tabla 

5). También se analizó en cada grupo esta correlación, encontrándose una 

correlación positiva en la expresión de los genes jhp0945- jhp0947 (p= 0.010) y 

jhp0947- jhp0949 (p= 0.021) en el grupo de niños. En adultos la correlación fue 

únicamente entre jhp0947- jhp0949 (p= 0.002).  

 

 

Gráfico 6. Análisis de correlación de la expresión relativa de los genes jhp0945, 
jhp0947 y jhp0949  de cepas aisladas de niños y adultos.  

 

Círculo rojo=Adultos 
Círculo azul=Niños 
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Tabla 4. Correlación entre los genes jhp0949, jhp0945 y jhp0947 en cepas de H. 
pylori. 
  Coeficiente de correlación/valor de p 

Gen jhp0949 jhp0947 jhp0945 

jhp0945 0.97/<0.0001 0.94/<0.0001 - 

jhp0947 0.96/<0.0001 - 0.94/<0.0001 

jhp0949 - 0.96/<0.0001 0.97/<0.0001 

*Diferencia significativa está determinada por p<0.05  
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13.            Discusión  

La hipervariabilidad genómica de H. pylori se ve de manifiesto en sus regiones de 

plasticidad, la cual ha cobrado importancia en el estudio de esta, ya que dentro de 

esta región se han propuesto nuevos genes asociados a enfermedad, como jhp0940, 

jhp0945, jhp0947 y jhp0949.  

En nuestro estudio, encontramos únicamente en 3 cepas de niños el gen jhp0940, 

mientras que ninguna de las cepas de nuestra población adulta lo tenía, el 

encontrarse este gen principalmente en cepas de niños en comparación con adultos 

ya ha sido reportado11. Particularmente este gen se ha reportado ausente en cepas 

de H. pylori provenientes de adultos con cáncer gástrico en nuestra población63.Sin 

embargo, la prevalencia de estos genes es diferente en relación al área geográfica, 

aunque ésta, sólo se conozca en otros países en cepas de adultos. Un estudio en 

Brasil encontró a jhp0940 solo en 3 de 200 cepas de adultos69, en población del Este 

de Asia se ha encontrado una prevalencia de 19.8%5 y en India 13.3%75; sin 

embargo, en otras poblaciones en adultos se han reportado prevalencias mayores 

como en China y Argentina que alcanza hasta un 42.55% 72 y 74.6% 

respectivamente74. Esta diversidad que se reporta en la mayoría de los genes de 

plasticidad, no solamente implica la ausencia total del gen, también es probable que 

estos genes se encuentren incompletos o mutados, pues como ya se explicó antes, 

el mecanismo de variación de fase conduce principalmente esta diversidad. 

En un reporte en Costa Rica6, cuyo objetivo fue determinar la prevalencia de todos 

los genes de la región de plasticidad de J99 en cepas de H. pylori provenientes de 

adultos con cáncer gástrico y gastritis crónica, se encontró mediante RT-PCR el 

transcrito de los cuatro genes que estudiamos en este trabajo. Sin embargo, en 

nuestro caso no encontramos el RNA de jhp0940 en las tres cepas que presentaron 

el gen, ni en la cepa J99, a diferencia de los genes jhp045, jhp0947 y jhp0949 en 

donde se encontró tanto el transcrito (RT-PCR) como su expresión por tiempo real 

(qRT-PCR). 
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Ya que el gen jhp0940 es capaz, a partir de su proteína CTKA inducir citocinas pro-

inflamatorias como NF-y su presencia es mayor en niños en comparación con 

adultos, apuntaba a que la actividad de este gen pudiera ser importante en una fase 

temprana de la infección, cuando un estado inflamatorio predomina. Esperábamos 

que encontrar una actividad transcripcional significativa al menos en este grupo, sin 

embargo, esto no fue así. Consideramos, que  una de las razones pude ser debido a 

que únicamente se encontraron 3 cepas positivas para este gen en niños, lo que nos 

limita para poder concluir. Otra de las posibles explicaciones también es, que este 

gen responda al contacto de H. pylori con la mucosa gástrica, debida a su 

característica de cinasa capaz de traslocarse en las células gástricas7; lo cual tendría 

que ser corroborado in situ. Mediante un ensayo de co-cultivo entre la cepa J99 

como con las cepas de niños que presentaron el gen y células AGS (línea epitelial 

gástrica), pudiéramos observar si la expresión de este gen requiere de algún 

estímulo para poder transcribirse.  

Respecto a los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949, aún se desconoce su función y por 

tanto el mecanismo por el cual estos genes pudieran relacionarse con el desarrollo de 

enfermedad gástrica, sin embargo, su prevalencia en las cepas de H. pylori, se ha 

asociado a cáncer gástrico o úlceras pépticas en pacientes adultos, a diferencia de lo 

encontrado en gastritis crónica72, 73, 75, 76. En población Mexicana Romo-González y 

colaboradores observaron una diferencia significativa en la frecuencia de los genes 

jhp0945, jhp0947 y jhp0949, mayor al 50%, en niños, cuando se comparó con dos 

estudios en población adulta del este de Asia y occidente11. Ellos reportan que el 

locus jhp0940-jhp0945-jhp0947-jhp0949 está presente en la mayoría de las cepas de 

niños, mientras que en adultos la frecuencia de estos genes es más heterogénea, 

por lo que proponen que esto se debe a, que a lo largo de la infección estos genes 

pueden ser perdidos por sus características de alta plasticidad. Es importante 

destacar que, la inflamación crónica causada por el proceso crónico de infección con 

H. pylori, resulta en la perdida y regulación de estos genes, para así disminuir el 

daño a tejido gástrico, además de evadir la respuesta inmune adaptativa80. Sin 
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embargo, en este estudio no se encontró una diferencia significativa en la frecuencia 

de los genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre el grupo de niños y adultos, por lo 

que consideramos que esto se debe al número de cepas incluidas en el estudio, lo 

cual puede ser una limitante.  

Los tres genes se expresaron en nuestras cepas, sin embargo, no hubo diferencia 

significativa en los niveles de expresión de jhp0945, jhp0947 y jhp0949 entre las 

cepas de niños y adultos. Es necesario caracterizar a detalle la población de niños, ya 

que se observó que la expresión de estos genes fue más heterogénea en sus cepas. 

Como ya se mencionó, probablemente esto sí pueda estar relacionado con alguna 

patología al aumentarse el número de muestra. 

Por otro lado, encontramos que existe una correlación positiva en la expresión de 

los tres genes jhp0945, jhp0947 y jhp0949 de H. pylori. Aunque, se ha observado en 

otros estudios, una correlación positiva entre su presencia en el genoma de las 

cepas 71, 72, 75, 73 y 11, no se tenían resultados sobre su expresión. Lo cual es 

importante, ya que esto apoya la idea de que estos genes pueden estar relacionados 

entre sí, a manera de un operón. Se sabía que, su orientación en el genoma es la 

misma y los tres genes parecían transcribirse en las mimas condiciones6. A demás, 

Kersulyte y colaboradores hacen una clasificación de esta zona de plasticidad y han 

propuesto que estos tres genes forman parte de un transposon denominado TnPZ 

tipo 1b, el cual tiene la capacidad de integrarse en el genoma de H. pylori 

completamente. Por otro lado, el gen jhp0940, es parte del transposon TnPZ tipo 2 

66, el cual parece integrarse en el genoma de forma independiente a los otro tres 

genes, y quizá por esta razón, quizá su expresión este regulada por otro mecanismo 

donde se involucren otros genes. Estos resultados apoyan la hipótesis, de que los 

genes jhp0945-jhp0947-jhp0949 funcionan como un operón, debido a que existe 

una fuerte correlación positiva entre sus niveles de expresión, en cepas de H. pylori 

tanto de niños como de adultos. 
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14.    Conclusión 

Las cepas de H. pylori no expresaron el gen jhp0940 in vitro. Los niveles de 

expresión de los genes jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en aislados de H. pylori 

de niños y adultos fueron similares. 

Este es el primer estudio que evalúa la expresión de los genes de la región de 

plasticidad jhp0940, jhp0945, jhp0947 y jhp0949 en cepas de H. pylori de niños y 

adultos. De acuerdo a lo encontrado se sugiere, la importancia de evaluar la 

expresión de estos genes in vivo, en la mucosa gástrica de niños y adultos; pues, aún 

hacen falta más estudios que ayuden a entender completamente su función y su 

asociación con desarrollo de una gastroduodenal enfermedad.   cxddss
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Anexo 1. Medios de cultivo utilizados. A continuación se mencionan, las cantidades 

que se utilizaron de reactivos para la preparación de los medios de cultivo y medios 

de preservación para H pylori.  

Medio para preservar cepas de H. pylori a -70 °C. 

  

Caldo Brussella 

 
Agua destilada 100 ml  

Agar caldo Brusella (2.8g) 

Glicerol 16% (16ml) 

 
Medio para cultivo en placa de H. pylori Agar Base Sangre. 

  

Agar Base Sangre  

 

Agua destilada 100 ml   

Agar Base Sangre (4 g) 

Sangre de carnero 5% v/v (5 ml) 

Antibiótico TV (trimetroprim y 

vancomicina) 0.2%v/v  (ml)0.2 

 

Anexo 2. Concentraciòn de los reactivos de las reacciones de  PCR de los genes 16S 

rRNA, ureA, jhp0940, jhp0945, jhp0947, jhp0949a y jhp0949b. Este cuadro se 

colocan las cantuidades utilizadas para cada una de las reacciones de PCR. 

 Buffer 

(µl) 

MgCl2 

(µl) 

dNTPs 

(µl) 

 

Primer 

F/R 

(µl) 

Taq 

polimerasa 

(µl) 

H2O 

(µl) 

ADN/cDNA 

(µl) 

16SrRNA 2.5 1.5 0.25 0.2/0.2 0.2 25 1 (80ng/µl) 

ureA 2.5 1.5 0.5 1/1 0.25 25 1 (50ng/µl) 

 jhp0940 2.5 1.5 0.25 0.2/0.2 0.2 25 1 (80ng/µl) 
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 jhp0945 2.5 1.5 0.25 0.2/0.2 0.2 25 1 (80ng/µl) 

 

jhpo0947 

2.5 1.5 0.5 1/1 0.25 25 1 (50ng/µl) 

jhp0949a 2.5 1.5 0.25 0.2/0.2 0.2 25 1 (80ng/µl) 

jhp0949b 2.5 1.5 0.25 0.2/0.2 0.2 25 1 (80ng/µl) 

 

 

Anexo 3. Diseño experimental de la reacciòn de Retrotranscipción para el RNA de las 

cepas control y problema. Las indicaciones aquí referidas se obtuvieron de acuerdo 

a las indicaciones del proveedor.  

Ciclos Reactivos por ciclo (µl) 

1. 65°C-5min 1 dNTPs 10mM 

1 Hexameros 50ng/µl 

8ARN120ng/5µl 

- H2O 

2. Hielo-1min  

3. 25°C-2min 2 Buffer 10x 

4 MgCl2 25mM 

2 M DTT 0.1 

1 RNase OUT 40U/µl 

4. 25°C-10min 

42°C-50min 

70°C-15min 

1 Super Script IIRT50U/µl 

 Volumen final 20 µl 
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Anexo 4. Diseño experimental para la recciòn de qRT-PCR para el metodo   

LightCycler Taqman Master Version 08 (ROCHE) que se realizò en un termociclador 

LightCycler 1.5 (ROCHE),  delos genes 16S rRNA, ureA, jhp0940, jhp0945, jhp0947 y  

jhp0949b. Las indicaciones aquí referidas se obtuvieron de acuerdo a las 

indicaciones del proveedor. 

Ciclos PCR Mix 

95°C-10min 

1 ciclo 

H2O grado PCR4µl 

Primer/Sonda 2µl 

 Primer F 5mM/Primer R 5mM 1µl 

 Sonda 2mM 1 µl 

Master Mix 2 µl 

cADN 2 µl 

95°C-10seg 

52°C-45seg 

72°C-1min 

45 ciclos 

40°C-30seg 

1 ciclo 

 

Anexo 5. Ejemplo de PCR de DNA de las cepas control positivo J99 y control negativo 

26695 de H. pylori. La prevalencia de los genes problema se evaluaron para todas las 

muestras de pacientes pediátricos y adultos. 
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Anexo 6. Ejemplo de electroforesis de RNA de pacientes. Para cada una de las 

muestras tanto de pacientes y de las cepas control (J99 y 26695) de H. pylori, se 

purificó el RNA a partir del reactivo de Trizol. El tamaño de las bandas de 16S rRNA y 

23S rRNA de H. pylori es de 1500 y 2800 pb respectivamente. 

 

 

 

 

Anexo 7. Curvas estándar de los genes constitutivos y problemas. Aquí se muestra la 

regresión lineal de cada una de las curvas estándar que se realizaron para cada gen 

evaluado.   

 

Curva estándar del gen16S rRNA (cDNA) en la cepa J99 (control positivo), utilizando 

sondas TaqMan marcada con 6-FAM. 
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Curva estándar de cuantificación absoluta de cDNA del gen ureA, utilizando sondas 

TaqMan marcadas con Cyan-500. A partir de cultivo en agar sangre de la cepa J99 de 

H. pylori. 

 

 

Curva estándar de cuantificación absoluta de cDNA del gen jhp0945, utilizando 

sondas TaqMan marcadas con 6-FAM. A partir de cultivo en agar sangre de la cepa 

J99 de H. pylori. 
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Curva estándar de cuantificación absoluta de cDNA del gen jhp0947, utilizando 

sondas TaqMan marcadas con 6-FAM. A partir de cultivo en agar sangre de la cepa 

J99 de H. pylori. 

 

 

Curva estándar de cuantificación absoluta de cDNA del gen jhp0949, utilizando 

sondas TaqMan marcadas con 6-FAM. A partir de cultivo en agar sangre de la cepa 

J99 de H. pylori. 
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Anexo 8. Ensayos de qRT-PCR en las muestras de pacientes. Cada uno de los ensayos 

se realizó por triplicado para obtener la Cp de cada gen para cada paciente. 

 

 

Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0945 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

niños, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 

 

 

Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0945 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

adultos, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 
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Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0947 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

niños, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 

 

 

 

Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0947 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

adultos, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 
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Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0949 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

niños, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 

 

Ensayo de qRT-PCR del gen jhp0949 de cepas cultivadas de H. pylori provenientes de 

adultos, cepa control positivo J99 y control negativo 26695. 
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Anexo 9. Tabla de resultados de pruebas de PCR punto final a partir de DNA 

genómico, además de PCR punto final y pruebas de qRT-PCR a partir de cDNA. 

 

Anexo 10. Expresión relativa de los genes jhp0949, jhp0945 y jhp0947 de H. pylori 

normalizados con ureA. 
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Al comparar la expresión de los genes entre niños y adultos no se encontró 

diferencia significativa en los genes jhp0949 (p=0.63); jhp0945 (p=0.38); jhp0947 

(p=0.79). Rombos= cepas de niños para el gen jhp0949 (n=4), jhp0945 (n=4) y 

jhp0947 (n=4). Cuadrados= cepas de adultos pare el gen jhp0949 (n=7), jhp0945 

(n=6) y jhp0947 (n=6). Los triángulos representan la media de cada de uno los 

grupos. Cada paciente pediátrico está señalado con el mismo color en cada gen y en 

el caso de los pacientes adultos sólo se señaló el paciente con mayor y menor nivel 

de expresión en cada gen. 

 

Media 
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