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RESUMEN

El presente trabajo presenta avances en la tipificacion de aislamientos de Helicobacter pylori mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR),utilizando como blancos de caracterizacién al gen de la toxina de vacuolizacion (Vac) y la
isla de patogenicidad (Cag). Los resultados obtenidos a partir de cepas patrones y cepas obtenidas de 17 pacientes con
sintomatologia asociada a la infeccién de Helicobacter pylori corroboran los datos de anteriores trabajos al lograrse
caracterizar variantes en estas cepas utilizando las regiones de los genes mencionados anteriormente.
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SUMMARY

New achievements related to the typing of Helicobacter pylori through Polymerase Chain Reaction (PCR), using as a target
of characterization the toxin associated with vacuolization gene and the pathogenicity island (Cag) are shown in this study.
Referential and clinical strains were taken from 17 patients with symptoms of Helicobacter pylori infection and the findings
confirmed the results obtained in previous researches, since it was possible to achieve strain typing using these genes.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es uno de los agentes infecciosos
con mayor prevalencia en el mundo, en donde la mitad de
la poblacion se encuentra infectada y actualmente es una
de las bacterias mas estudiadas por ser el principal agente
en el desarrollo de la enfermedad Ulcero péptica, gastritis
cronica activa y el adenocarcinoma gastrico*.

En el Perq, el cancer gastrico es la primera causa de mor-
talidad por neoplasias malignas en el sexo masculino y la
tercera causa en mujeres?.

En la actualidad se han reportado diversos estudios sobre
la tipificacion de Helicobacter pylori para demostrar los fac-
tores de virulencia. Uno de los métodos mas satisfactorios
ha sido el analisis molecular de algunos factores: el gen
codificante de la toxina de vacuolizaciéon VacA y la isla de
patogenicidad CagA . Con respecto al gen VacA, se reporta
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la presencia de polimorfismo en este gen, dividiéndolo en
dos secciones: la region sefial (s) y la region intermedia (m);
ambas regiones poseen variacion genética, reportandose
dos variantes paralaregions: 1y2ydosparalam: 1y 2.
Por otro lado, el gen CagA no estéa presente en todos los H.
pylori, generando asi variabilidad respecto a su presencia®.

El propésito de este estudio fue validar un sistema de PCR
en aislamientos clinicos de H. pylori en el Perd que contri-
buira ala tipificacion y deteccion de variantes genéticas de
esta bacteria asociadas a la enfermedad gastroduodenal.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo, analitico, que incluy6 17 aisla-
mientos de Helicobacter pylori obtenidos a partir de
biopsias gastricas tomadas con endoscopia digestiva
en pacientes con gastritis y Ulcera péptica en los servi-
cios de gastroenterologia de dos hospitales de Lima. Las
cepas patrones empleadas como controles fueron: con-
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trol positivo Helicobacter pylori ATCC 43629 que contiene
los genes VacA s1/m2 y CagA negativo® y control negati-
vo: Campylobacter jejuni Ga22987.

PREPARACION DEL ADN GENOMICO DE LOS AISLA-
MIENTOS DE Helicobacter pylori

Después de realizar los aislamientos primarios de
Helicobacter pylori, este se subcultivé en placas de agar
tripticasa soya con 5% de sangre de carnero desfibrinado
e incubado por tres a cinco dias a 37°C en condiciones
de microaerofilia.

Para la extraccion del acido desoxiribonucleico a partir de
los cultivos se ejecutd el protocolo elaborado segun Van
Doorn*. Se llevo a cabo la lisis bacteriana mediante la sus-
pension de los cultivos en buffer tris EDTA y posteriormente
incubandose con lisozima 200 mg/mL durante 2 horas a
37°C para romper la pared celular. Seguidamente, se adi-
ciond6 dodecil sulfato de sodio (SDS) a una concentracion
final de 0,5% y proteinasa K 200 mg/mL, incubandose a
65°C por dos horas. Con este procedimiento se logra la
lisis total de la bacteria. Posteriormente, la solucién obte-
nida fue mezclada con un igual volumen de fenol/clorofor-
mo/alcohol isoamilico para separar las proteinas de los
acidos nucleicos mediante centrifugacién a 4500 rpm du-
rante 15 minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y
finalmente el ADN bacteriano fue precipitado usando al-
cohol absoluto y resuspendido en agua tridestilada.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA
TIPIFICACION DE LOS GENES VacA y CagA

Los procedimientos para la amplificacion de los genes
VacA y CagA fueron seguidos segun lo indicado en repor-
tes anteriores en los cuales estandarizan y uniformizan los
criterios de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)*.

En ese sentido se realizaron los siguientes pasos: el con-
trol de inhibicion de muestras de ADN y la amplificacion
de los genes VacA y CagA.

CONTROL DE INHIBICION DE MUESTRAS DE ADN
AMPLIFICACION DEL GEN RIBOSOMAL 16S

Con la finalidad de conocer la condicion de la muestra
de ADN y no tener falsos negativos al realizar la tipificacion
de los genes VacA'y CagA, se realizd previamente una re-
accion en cadena de la polimerasa para amplificar in vitro
al gen codificante 16S rRNA, cuya secuencia entera de los
nucleotidos ya ha sido determinada y es caracteristico de
las bacterias.

Los iniciadores utilizados fueron RIBF:
5" TACCTTGTTACG CT T 3’y RIBR 5’"GGACTAHAGGGTA

TCTAA T 3’ (H=A, C o T)*%. El protocolo para la reaccion
en cadena de la polimerasa fue el siguiente: denaturacion
inicial a 95°C por 5 minutos, luego 30 ciclos a 95°C por 30
segundos, 33°C por 1,5 minutos y 72°C por 2 minutos.
Finalmente, se realizé una extension final a 72°C por 10
minutos. Toda la reaccién se llevé a cabo en un
termociclador Genamp 2400.

AMPLIFICACION DE LOS GENES Vac Ay Cag A

Para la tipificacion de los genes VacA y CagA se utili-
zaron iniciadores reportados anteriormente®. Para la region
sefial (s) del gen VacA se utilizaron los iniciadores VALF:
5’ATGGAAATACAACAAACACAC3’ y VA1XR:
5’CCTGARACCGTTCCTACAGCS3'. Para la region interme-
dia (m) del gen VacA se utilizaron los iniciadores HPMGF:
5’CACAGCCACTTTCAATAACGA3’ y HPMGR : 5’CGTC
AAAATAATTCCAAGGG3'. Para detectar la presencia del
gen CagA, se emplearon CagAR: 5’CTTCCCTTAATTGC
GAGATTCC3’y CagAF: 5’"TTGACCAACAACCACAAACCG
AAG3'.

El protocolo de amplificacién empleado para la tipificacion
de los tres marcadores genéticos fue: en un volumen final
de 25 pL del tubo de reaccion se mezclaron 25 pmol de
cada primer especifico para cada gen, desoxinucleétidos
en concentracion final de 200 pM, buffer de reaccién (50
Mm KCI, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (ph 8,3), 2,5 mM
de MgCl,, 1,0 U de AmpliTaq Gold DNA polimerasa (Perkin
— Elmer). Para cada muestra se emple6 10 ng de ADN de
los cultivos lisados. El progama de temperatura para el
PCR comprendié 5 minutos de predenaturacion a 94°C,
45 segundos a 50°C y 45 segundos a 72°C y una
incubacién final a 72°C por 5 minutos. Finalmente, todos
los productos de PCR fueron almacenados a 4°C hasta su
analisis.

Para la identificacion de los productos amplificados, pri-
mero 5 pL de la reaccién del PCR mezclado con el buffer
para muestra con azul de bromo fenol y xilecianol fue ana-
lizado por electroforesis de tipo submarino en 1,5% de gel
de agarosa y luego se visualizaron mediante la coloracion
con bromuro de etidio en un transiluminador de luz
ultravioleta y fotografiado. El tamafio de los fragmentos
de ADN digeridos fueron estimados por las distancias de
migracién del estandar 1 Kb Ladder, de peso molecular
conocido.

RESULTADOS
El resultado del control de inhibicién evidencié la calidad y
pureza del ADN de todas las muestras evaluadas que am-

plificaron el gen universal de las bacterias ARN ribosomal.
Todos los aislamientos fueron VacA(+) (Figura N° 1).
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Figura N° 1. Deteccion del gen Vac seccién S en Helicobacter pylori.
Carril 1y 15: marcador de peso molecular 1 kb (VacS1). Carriles 2 al
12y carriles 16 al 23: VacS1. Carril 24: cepa Helicobacter pylori
ATCC. Carril 13y 25: cepa ATCC Campylobacter, carril 14y 26
(control del sistema).

La reaccion realizada para la fraccion del péptido sefial (s)
dio como resultado un fragmento de 176 pares de bases
indicando la variante de tipo s1, que estuvo presente en
todos los aislamientos (17/17).

Para la region intermedia m de la toxina Vac se obtuvo
fragmentos de 401y 476 pares de bases para los tipos m1
y m2 encontrandose en igual proporcion (50,0%) los
genotipos m1y m2 (Figura N° 2).
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Figura N° 2. Deteccion del gen Vac region m en Helicobacter pylori.
Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb ladder. Carril 2 - 10: Vac
m tipo 1. Carril 11-17: Vac m tipo 2. Carril 18: Helicobacter pylori
ATCC 43629. Carril 19: variante Vacm1l y Vacm2 en mismo paciente.
Carril 20: cepa ATCC Ga22987 Campylobacter.

Para el caso de la deteccion del gen de la “isla de
patogenicidad cag” en cepas de Helicobacter pylori se ob-
tuvo un fragmento de amplificacion de aproximadamente
180 bp. En 14/17 de los aislamientos se detect6 el gen
CagAy en 3/17 fueron negativos (Figura N° 3). No se evi-
dencié ningun tipo de amplificacién para la cepa de
Campylobacter jejuni ni en los controles de sistema con
agua como se puede observar en todas las figuras.
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Figura N° 3. Deteccion del gen Cag en cepas de Helicobacter pylori.
Carril 1y 15: marcador de peso molecular 1kb. Carriles 2-4, 6-12, 16
y 19-23: Cag (+). Carriles 5, 17 y 18: Cag (-)Carril 24: cepa ATCC de
Helicobacter pylori. Carril 13y 25: Cepa ATCC de Campylobacter.
Carril 14 y 26: control del sistema.

DISCUSION

En la actualidad, el diagnéstico de Helicobacter pylori
puede hacerse mediante una gran variedad de técnicas
invasivas y no invasivas, que en general ofrecen un alto
grado de sensibilidad y especificidad. El cultivo sigue sien-
do la “prueba de oro”, aunque los autores informan que
existen algunas factores que limitan el crecimiento de la
bacteria®’.

Las técnicas moleculares han causado un gran impacto
para el diagnéstico de microorganismos de dificil creci-
miento y deteccidn. La reaccidon en cadena de la
polimerasa ha servido para el desarrollo de pruebas es-
pecificas. Como era de esperarse, al utilizar esta prue-
ba todos los aislamientos de nuestro estudio fueron
VacA(+), confirmandose lo hallado en otros reportes®'?,
Asimismo, en todos los aislamientos presentaron la va-
riante s1 al igual que lo publicado en estudios interna-
cionales?® 8101215 Por otro lado, la obtenciéon del 50%
de genotipos m1 y m2 confirma lo encontrado por De
Guzmao?'?, Van Doorn**y Morales-Espinoza®®.

En nuestro pais se han realizado estudios de investiga-
cion para deteccion de este microorganismo con el mé-
todo Nested -PCR a partir de muestras de placa dental,
heces y biopsia gastrica, concluyendo que no se puede
emplear como prueba diagndstica de la infeccién por
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Helicobacter pylori*''’. Ante esta dificultad se continGian
investigando diferentes métodos de identificacién y
tipificacion de Helicobacter pylori usando la tecnologia
del ADN recombinante. Los resultados encontrados en
este estudio de validaciéon concuerdan con los reportes
publicados por otros autores referente a las cepas CagA+,
que estan presentes en poblaciones humanas y circulan-
do en diferentes regiones del mundo®*'’. El gen cagA es
un marcador de laregion cag, unaisla de patogenicidad
que actualmente esta en discusién para la produccion
de enfermedad especifica, pero se le reconoce el incre-
mento de virulencia de la bacteria. Con respecto a los
genotipos vacA se habian planteado hipotesis que te-
nian implicancias patogénicas. Reportes actuales lo con-
sideran para predecir el status del gen cagA3®.

La metodologia del PCR a partir de cultivos puros de
Helicobacter pylori que empleamos nos permite diferen-
ciar y tipificar los diversos genotipos, contribuyendo a la
epidemiologia molecular de esta bacteria que sera de uti-
lidad para el conocimiento de su heterogeneidad.

REFERENCIAS

1. De Ididquez D, Bussalleau A, Cok J. Nuevos esquemas
terapeulticos para el tratamiento de la infeccion por
Helicobacter pylori y evaluacion de la reinfeccién al afio
postratamiento exitoso. Lima: Universidad Peruana
Cayetano Heredia; 2001 p. 98

2. Rojas A. Susceptibilidad a tres antimicrobianos de cepas
de Helicobacter pylori aisladas de pacientes con proble-
mas gastricos provenientes de las Pampas de San Juan de
Miraflores, Lima (Tesis para optar el titulo profesional de
Quimico Farmacedtico y Bioquimico). Lima: Universidad Inca
Garcilaso De la Vega, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Bioquimica; 1999.

3. HuntRH, Tyggat GN. Helicobacter pylori basic mechanism
to clinical cure. Great Britain: Edit. Kluwer; 2000. p.13-32.

4. Van Doorn L, Figueiredo C, Sanna R, Pena S, Midolo P,
Enders K, et al. Expanding allelic diversity of Helicobacter
pylori vacA. J Clin Microbiol 1998; 36: 2597-603.

5. Li Ch, Ha T, Chi D, Ferguson D, Jiang Ch, Laffan J.
Differentiation of Helicobacter pylori strains directly from
gastric biopsy specimens by PCR - based restriction
fragment length Polymorphism analysis without culture. J
Clin Microbiol 1997; 35: 3021-5.

6. Murray P, Jo B, Pfalles M. Manual of Clinical Microbiology.
Sixth Edition; 1995. p. 492-7.

7. Ramirez A. Helicobacter pylori in Perd. Rev Gastroenterol,

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Peru 1991; 11: 32-38.

Gomez J, Elizalde JI, Marco F, Bordas JM, Pique JM,
Jiménez de Anta MT. Typification of strains of Helicobacter
pylori by the detection of the cagA gene and subtypes of
the vacA gene. Enf Infec Microbiol Clin 1999 ; 17: 171-5.

Rudi J, Kolb C, Maiwald M, Kuck D, Sieg A, Galle PR, et
al. Diversity of Helicobacter pylori vacA and cagA genes
and relationship to VacA and CagA protein expression,
cytotoxin production, and associated diseases. J Clin
Microbiol 1998; 36: 944-8.

Alarcon T, Domingo D, Martinez MJ, Lopez-Brea M. CagA
gene and vacA alleles in Spanish Helicobacter pylori clinical
isolates from patients of different ages. Inmunol Med
Microbiol 1999; 24: 215-9.

Dunn B, Cohen H, Blaser M. Helicobacter pylori. Clin
Microbiol Rev 1997; 10: 720-41.

De Gusmao VR, Nogueira E, De Magalhaes DM, Aguiar
G, Camargos AM, Ramadan AA, et al. VacA genotypes in
Helicobacter pylori strains isolated from chidren with and
without duodenal ulcer in Brazil. J Clin Microbiol 2000; 38:
2853-7.

Figueiredo C, Van Doorn LJ, Nogueira C, Soares JM,
Pinho C, Figueira P, et al. Helicobacter pylori genotypes
are associated with clinical outcome in Portuguese patients
and show a high prevalence of infections with multiple
strains. Scand Gastroenterol 2001; 36: 128-35.

Van Doorn LJ, Figueiredo C, Sanna R, Plaisier A,
Schneeberger P, de Boer W, et al. Clinical relevance of
the cagA, vacA, and iceA status of Helicobacter pylori.
Gastroenterology 1998; 115: 58-66.

Morales-Espinoza R, Castillo-Rojas G, Gonzalez-Valen-
cia G, Ponce de Ledn S, Cravioto A, Atherton JC, et al.
Colonization of Mexican patients by multiple Helicobacter
pylori strains with different vacA and cagA genotypes J Clin
Microbiol 1999; 37: 3001-4.

Warburton VJ, Everett S, Mapstone NP, Axon AT, Hawkey
P, Dixon MF. Clinical and histological associations of cagA
and vacA genotypes in Helicobacter pylori gastritis. J Clin
Pathol 1998; 51: 55-61.

Villaverde |, Gutiérrez R. Helicobacter pylori en muestras
de placa dental , biopsia gastrica y heces en pacientes con
alteraciones gastricas del Hospital Ill “Félix Torrealva” IPSS
- Ica (Tesis para optar el titulo profesional de Bi6logo). Ica:
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional San Luis
Gonzaga; 2000.

205



