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INTRODUCCIÓN

Helicobacter pylori  es  uno de los agentes infecciosos
con mayor prevalencia en el mundo, en donde la mitad de
la población se encuentra infectada y actualmente es una
de las bacterias más estudiadas por ser el principal agente
en el desarrollo de la enfermedad úlcero péptica, gastritis
crónica activa y el adenocarcinoma gástrico1.

En el Perú, el cáncer gástrico es la primera causa  de mor-
talidad  por neoplasias malignas en el sexo masculino y la
tercera causa en mujeres2.

En la actualidad se han reportado diversos estudios sobre
la tipificación de Helicobacter pylori para demostrar los fac-
tores de virulencia. Uno de los métodos más satisfactorios
ha sido el análisis molecular de algunos factores: el gen
codificante de la toxina de vacuolización VacA y la isla de
patogenicidad CagA . Con respecto al gen VacA, se reporta

la presencia de  polimorfismo en este gen, dividiéndolo en
dos secciones: la región señal (s) y la región intermedia (m);
ambas regiones poseen variación genética, reportándose
dos variantes para la región s: 1 y 2 y dos para la m: 1 y 2 .
Por otro lado, el gen CagA no está presente en todos los H.
pylori, generando así variabilidad respecto a su presencia3.

El propósito de este estudio fue validar un sistema de PCR
en aislamientos clínicos de H. pylori en el Perú  que contri-
buirá a la  tipificación y detección de variantes genéticas de
esta bacteria asociadas a la enfermedad gastroduodenal.

MATERIALES Y MÉTODOS

Estudio descriptivo, analítico, que incluyó 17 aisla-
mientos de Helicobacter pylori obtenidos a partir de
biopsias gástricas tomadas con endoscopía digestiva
en pacientes con gastritis y úlcera péptica en los servi-
cios de gastroenterología de dos hospitales de  Lima. Las
cepas patrones empleadas como controles fueron: con-
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RESUMEN

El presente trabajo presenta avances en la tipificación de aislamientos de Helicobacter pylori mediante la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR),utilizando como blancos de caracterización al gen de la toxina de vacuolización (Vac) y la
isla de patogenicidad (Cag). Los resultados obtenidos a partir de cepas patrones y cepas obtenidas de 17 pacientes con
sintomatología asociada a la infección 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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trol  positivo Helicobacter pylori ATCC 43629 que contiene
los genes VacA s1/m2 y CagA negativo5 y control negati-
vo: Campylobacter jejuni Ga22987.

PREPARACIÓN DEL ADN GENÓMICO DE LOS AISLA-
MIENTOS DE Helicobacter pylori

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

Para la extracción del ácido desoxiribonucleíco a partir de
los cultivos se ejecutó el protocolo elaborado según Van
Doorn4. Se llevó a cabo la lisis bacteriana mediante la sus-
pensión de los cultivos en buffer tris EDTA y posteriormente
incubándose con lisozima 200 mg/mL durante 2 horas a
37°C para romper la pared celular. Seguidamente, se adi-
cionó dodecil sulfato de sodio (SDS) a una concentración
final de 0,5% y proteinasa K  200 mg/mL, incubándose a
65°C por dos horas. Con este procedimiento se logra la
lisis total de la bacteria. Posteriormente, la solución obte-
nida fue mezclada con un igual volumen de fenol/clorofor-
mo/alcohol isoamílico para separar las proteínas de los
ácidos nucleicos mediante centrifugación a 4500 rpm du-
rante 15 minutos a 4°C. Se recuperó el sobrenadante y
finalmente el ADN bacteriano fue precipitado usando al-
cohol absoluto y resuspendido en agua tridestilada.

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA
TIPIFICACIÓN DE LOS GENES VacA y CagA

Los procedimientos para la amplificación de los genes
VacA y CagA fueron seguidos según lo indicado en repor-
tes anteriores en los cuales estandarizan y uniformizan los
criterios de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)4.

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

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

Con la finalidad de conocer la condición de la muestra
de ADN y no tener falsos negativos al realizar la tipificación
de los genes VacA y CagA, se realizó previamente una re-
acción en cadena de la polimerasa para amplificar in vitro
al gen codificante 16S rRNA, cuya secuencia entera de los
nucleótidos ya ha sido determinada y es característico 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)4,6.  El protocolo para la reacción
en cadena de la polimerasa fue el siguiente: denaturación
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 realizó una extensión final a 72°C por 10
minutos. Toda la reacción se llevó a cabo en un
termociclador Genamp 2400.

AMPLIFICACIÓN DE LOS GENES Vac A y Cag A

Para la tipificación de los genes VacA y CagA se utili-
zaron iniciadores reportados anteriormente4. Para la región
señal (s) del gen VacA se utilizaron los iniciadores VA1F:
5’ATGGAAATACAACAAACACAC3’ y VA1xR:
5’CCTGARACCGTTCCTACAGC3’. Para la región 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 amplificación empleado para la tipificación
de los tres marcadores genéticos fue: en un volumen final
de 25 µL del tubo de reacción se mezclaron 25 pmol de
cada primer específico para cada gen,  desoxinucleótidos
en concentración final de 200 µM,  buffer de reacción (50
Mm KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl (ph 8,3), 2,5 mM
de MgCl2, 1,0 U de AmpliTaq Gold DNA polimerasa (Perkin
– Elmer). Para cada muestra se empleó 10 ng de ADN de
los cultivos lisados. El progama de temperatura para el
PCR comprendió 5 minutos de predenaturación a 94°C,
45 segundos a 50°C y 45 segundos a 72°C y una
incubación final a 72°C por 5 minutos. Finalmente, todos
los productos de PCR fueron almacenados a 4°C hasta su
análisis.

Para la identificación de los productos amplificados, pri-
mero 5 µL de la reacción 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 coloración
con bromuro de etidio en un transiluminador de luz
ultravioleta y fotografiado. El tamaño de los fragmentos
de ADN digeridos fueron estimados por las distancias de
migración del estándar 1 Kb Ladder‚ de peso molecular
conocido.

RESULTADOS

El resultado del control de inhibición evidenció 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).

PCR y tipificación de H. pylori
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La reacción realizada para la fracción del péptido señal (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 región intermedia m de la toxina Vac se obtuvo
fragmentos de 401 y 476 pares de bases para los tipos m1
y m2  encontrándose en igual proporción (50,0%) los
genotipos m1 y m2 (Figura N° 2).

Para el caso de la detección del gen de la “isla de
patogenicidad cag” en cepas de Helicobacter pylori se ob-
tuvo un fragmento de amplificación de aproximadamente
180 bp. En 14/17 de los aislamientos se detectó el gen
CagA y en 3/17 fueron  negativos (Figura N° 3). No se evi-
denció ningún tipo de amplificación para la cepa de
Campylobacter  jejuni  ni en los controles de sistema con
agua como se puede observar en todas las figuras.

Figura N° 3. Detección del gen Cag en cepas de Helicobacter pylori.
Carril 1 y 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 13 y 25: Cepa ATCC de Campylobacter.
Carril 14 y 26:  control del sistema.

Figura N° 2. Detección del gen Vac región 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 Vacm1 y Vacm2 en mismo paciente.
Carril 20: cepa ATCC Ga22987 Campylobacter.

DISCUSIÓN

En la actualidad, el diagnóstico 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
bacteria6, 7.

Las técnicas moleculares han causado un gran impacto
para el diagnóstico de microorganismos de difícil creci-
miento y detección. La reacción en cadena de la
polimerasa ha servido para el desarrollo de pruebas es-
pecíficas. Como era de esperarse, al utilizar esta prue-
ba todos los aislamientos de nuestro estudio fueron
VacA(+), confirmándose lo hallado en otros reportes8-11.
Asimismo, en todos los aislamientos presentaron la va-
riante s1 al igual que lo publicado en estudios interna-
cionales3, 8,10, 12-15. Por otro lado, la obtención del 50%
de genotipos m1 y m2 confirma lo encontrado por De
Guzmao12, Van Doorn14 y Morales-Espinoza15.

En nuestro país se han realizado estudios de investiga-
ción para detección de este microorganismo con el mé-
todo Nested -PCR a partir de muestras de placa dental,
heces y biopsia gástrica, concluyendo que no se puede
emplear como prueba diagnóstica de la infección por

Figura N° 1. Detección del gen Vac sección S en Helicobacter pylori.
Carril 1 y 15: marcador de peso molecular 1 kb (VacS1). Carriles 2 al
12 y carriles 16 al 23: VacS1. Carril 24: cepa Helicobacter pylori
ATCC. Carril 13 y 25: cepa ATCC Campylobacter, carril 14 y 26
(control del sistema).
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Helicobacter pylori11,17. Ante esta dificultad se continúan
investigando diferentes métodos de identificación y
tipificación de Helicobacter pylori  usando la tecnología
del ADN recombinante. Los resultados encontrados en
este estudio de validación concuerdan con los reportes
publicados por otros autores referente a las cepas CagA+,
que están presentes en poblaciones humanas y circulan-
do en diferentes regiones del mundo9,10,17. El gen cagA es
un marcador de la region cag,  una isla de  patogenicidad
que actualmente está en discusión para la producción
de enfermedad específica, pero se le reconoce el incre-
mento de virulencia de la bacteria. Con respecto a los
genotipos vacA se habían planteado hipótesis que te-
nían implicancias patogénicas. Reportes actuales lo con-
sideran para predecir el status del gen cagA3,9.

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