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RESUMEN

Introduccidén. La infeccidon con ciertos genotipos de Helicobacter pylori estd ampliamente asociada con gastritis, tlcera
gastroduodenal, linfoma tipo Maltoma, y es considerado un importante factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico.
Obijetivo. Estandarizar un ensayo molecular en el cual se detectan de manera simultanea los diferentes genotipos de Helicobacter
pylori. Material y métodos. Para esto se utilizaron tres juegos de oligonucledtidos que flanquean las regiones vacAs1/vacAs2,
vacAm1/vacAm2 y CagA. Resultados. Utilizando la cepa control 26695 y muestras provenientes de pacientes con enfermedad
gastrica logramos establecer las condiciones necesarias para aplicar esta técnica diagnéstica en la tipificacion de Helicobacter
pylori. Conclusidn. Con este estudio existe la posibilidad de detectar mas rapido y sencillo los genotipos de Helicobacter pylori
asociados con el cancer gastrico, con menos tiempo y costo.
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ABSTRACT

Introduction. The bacterial pathogen Helicobacter pylori chronically infects the human gastric mucosa and is the leading risk
factor for the development of gastric cancer. Material and methods. Helicobacter pylori culture is an invasive, time consuming
method, offering quite low sensitivity, requiring significant cost, and which, in practice, tests very few antibiotics, with a questionable
contribution to the management of patients. Results. Therefore, we evaluated a simple, novel multiplex PCR assay for rapid
detection of Helicobacter pylori infection and for the determination of vacA and cagA genotypes. This multiplex PCR assay would
be of particularly great value for molecular diagnosis laboratory of Hospital Juidrez de México. Conclusion. In this study the
possibility of faster and easier to detect genotypes of Helicobacter pylori associated with gastric cancer, with less time and cost.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, mi-
croareofilica, de forma espiral que infecta la mucosa gas-
trica de 50% de la poblacién mundial, en los paises en
vias de desarrollo la tasa de infeccién puede ser de hasta
90%." La infeccion con H. pylori usualmente ocurre du-
rante la nifiez, y un individuo infectado tipicamente per-
manece infectado a través de su vida.2 Mientras que la in-
feccioén es principalmente asintomatica, la enfermedad en
individuos sintomaticos varia desde las formas leves
(gastritis), moderadas (Ulcera péptica) hasta mas severas
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(cancer gastrico en la forma de adenocarcinoma o de linfo-
ma del tejido linfoide asociado a mucosas).?

La infeccién con Helicobacter pylori es el factor de ries-
go mas importante para el desarrollo de cancer gastrico.
Algunos estudios epidemiologicos han determinado que el
riesgo atribuible para cancer gastrico conferido por la in-
feccion con H. pylori es de aproximadamente 75%, aun-
que la infeccion aumenta significativamente el riesgo de
desarrollar tanto adenocarcinoma gastrico de tipo difuso
como intestinal, se sugiere que hay otros factores relacio-
nados y que son diferentes para cada subtipo. La erradica-
cion de H. pylori significativamente reduce el riesgo de
desarrollar cancer gastrico en individuos infectados que no
tienen lesiones premalignas, reforzando el principio de que
este organismo tiene influencia en las primeras etapas de
la carcinogénesis gastrica. Sin embargo, s6lo una pequena
proporcion de personas colonizadas desarrollaran neopla-
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sia. El riesgo de enfermedad involucra una muy buena co-
reografia entre el patogeno y el huésped, lo cual a su vez
depende de la cepa bacteriana y de la susceptibilidad del
huésped.*

Helicobacter pylori posee un conjunto de factores
que facilitan su desarrollo en el estémago, asegurando
su supervivencia e induciendo una interaccién con las
células del huésped. Se han propuesto varios factores
de virulencia como cagA, vacA y babA, entre otros.
Aunque se han asociado con un mayor riesgo de en-
fermedad ulcerosa péptica, adenocarcinoma géastrico
o linfoma tipo MALT, ninguno de ellos implica por si
mismo el desarrollo de una enfermedad en concreto.
Esta asociacion aumenta cuantos mas factores de viru-
lencia acumula una bacteria.’ La proteina VacA es una
toxina codificada por el gen vacA, que induce vacuoli-
zacion en las células epiteliales, la muerte celular y la
destruccion de la integridad epitelial. Es producida por
aproximadamente 50% de las cepas de H. pylori. La
infeccion por cepas que producen la toxina es mas fre-
cuente en pacientes con Ulcera péptica y cancer gastri-
€o que en pacientes que solo padecen gastritis.® Otros
estudios no encuentran esta relacién, y una posible ex-
plicacion es que el gen vacA tiene una estructura mo-
saico con varias formas posibles de presentacion. Cua-
tro en la secuencia sefial, que son s7a, s1h, slcys2y
tres en la region media, m1, m2ay m2b. De la combi-
nacién de éstos podrian generarse distintos genotipos
que podrian tener comportamientos mas o menos agre-
sivos.”® Asi, las cepas s1/m1 son mas citotoxicas que
las s7/m2. VacA se une a receptores tioproteinas tiro-
sin-fosfatasa (RPTP) y la glicosidacién pos-traduccio-
nal de los dominios RPTP pueden implicar diferentes
respuestas celulares a las cepas m1 vacA o m2 vacA.
Recientemente ha sido descrita una nueva regién en el
gen vacA que es la region intermedia, y que tiene va-
rias posibles formas de presentacion, i1 e i2. Las cepas
con la presentacién i1 son mas citotéxicas y se encuen-
tran mas asociadas con la estructura alélica sTm1.°
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La isla de patogenicidad Cag (Cag PAIl) es un elemento
de insercion de 40 kb, el cual contiene de 27 a 31 genes
flanqueados por repeticiones directas de 31 pb.'° CagA es
el factor de virulencia mas ampliamente estudiado. Hay
dos tipos de aislados clinicos de H. pylori: las cepas posi-
tivas y negativas a CagA. En los paises occidentales se ha
reportado que los individuos infectados con cepas positi-
vas a CagA tienen alto riesgo de desarrollar tlcera péptica
o cancer gastrico en comparacién con aquéllos con cepas
negativas.' En el Asia Oriental, sin embargo, la mayoria
de las cepas de H. pylori tienen el gen CagA independien-
temente de la enfermedad, por lo tanto, la diferencia pato-
génica es dificil de explicar simplemente en términos de la
presencia o ausencia del gen CagA."?

MATERIAL Y METODOS
Muestras

Para estandarizar la reaccién en cadena de la polimerasa
multiple (PCR-multiplex) se utiliz6 la cepa control Heli-
cobacter pylori 26695, asi como también cinco muestras
de pacientes que tenian enfermedad gastrica.

Deteccion de los genes
de virulencia vacA y cagA de
H. pylori por PCR multiplex

Para la deteccion de vacA y cagA se utilizaron los pri-
mers, descritos por Chattopadhyay y cols. (Cuadro 1)." La
mezcla de reaccion para la PCR-multiplex se realizé a un
volumen final de 25 uL que contenia 5 pmol de los pri-
mers VAG-F y VAG-R, 10 pmol de CagA-F y CagA-R, 25
pmol de VAI-F y VAIR, 1.5 mM de MgCl,, 0.25 mM de
dNTP’s, Buffer para PCR 1X y 0.9 U de Taq pol hot star.
Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacién ini-
cial a 96 °C por 10 minutos; seguida de 40 ciclosa 94 °C
por un minuto, 55 °C por un minuto, 72 °C por un minu-
to y extension final a 72 °C por 10 minutos.

Cuadro 1. Oligonucledtidos usados para amplificacion de los alelos VacA y CagA.

Region Nombre del Secuencia del Tamafio del
amplificada oligonucleotido oligonucleotido amplicon (pb)
vacAsT/vacAs2 VAI-F 57-ATGGAAATACAACAAACACAC-3” 259/286
VAI-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3~
vacAm1/vacAm2 VAG-F 57-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3~ 567/642
VAG-R 57-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3”
cagA CagA-F 5" -GATAAACAGGCAAGCTTTTGA-3”~ 350
CagA-R 57- CTGCAAAAGATTGTTTGGCA-3
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Andlisis de las
muestras amplificadas por
electroforesis en geles de agarosa

Después de la amplificacion del ADN, 10 yL de cada
muestra se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
al 1.5% bajo las siguientes condiciones: 120 volts, por
130 minutos. Los geles se tiieron con bromuro de etidio y
se fotografiaron bajo luz UV utilizando el sistema de foto-
documentacién GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM (KO-
DAK).

RESULTADOS

Con el proposito de hacer una deteccion y genotipifica-
cion rapida de Helicobacter pylori se estandarizé la PCR
multiplex disenada por Chattopadhyay y cols. En un prin-
cipio se utilizaron las mismas condiciones sugeridas por
Chattopadhyay y cols., sin embargo, no fuimos capaces de
amplificar la regién de CagA, por lo tanto, cambiamos la
secuencia de primers de CagA. En una segunda amplifica-
cion multiple, utilizando los nuevos primers, la secuencia

CagA fue amplificada exitosamente; sin embargo, la
secuencia VacA m1 no amplificé. En una tercera amplifi-
cacion modificamos la concentracion de los primers, para
el caso de VAG fueron de 2.5 pmoles a 5 pmoles, para el
caso de los primers restantes la concentracién quedé igual
a la sugerida por Chattopadhyay y cols. Cuando realiza-
mos la electroforesis en gel de agarosa observamos tres
amplificados de diferentes tamaios (Figura 1), uno de
aproximadamente 259 pb que corresponde a la region VacA
s1, otro de 350 pb que corresponde a la region CagA. Cu-
riosamente amplificamos la region VacA m1; sin embar-
go, la banda es de aproximadamente 700 pb y no de 567/
642 pb para vacA m1/vacA m2, respectivamente, como lo
indican Chattopadhyay y cols.

Posteriormente, las Gltimas condiciones de amplifica-
cion se aplicaron a muestras que provenian de pacientes
con enfermedad gastrica (Figura 2), de las cuales se puede
observar que cuatro muestras son positivas para el alelo
VacA s1, VacA m1 y CagA; tres muestras fueron positivas
para VacA s1y VacA mT; una muestra solamente positiva
para CagA. Interesantemente encontramos una muestra
positiva para el alelo VacA s2, VacA m1.

M 1 2 3

500 pb ——

766 pb

700 pb (VacA m1)

350 pb (CagA)

Figura 1. Amplificacién de los alelos
VacA s1, VacAs2, VacAm1,VacAm2y

300 pb ———= ; del gen CagA. Linea M, marcador de
259 pb (VacA s1) peso molecular conocido; linea 1, cepa
26695; lineas 2 'y 3, muestras HP1y HP2
con positividad previa a CagA.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
766 pp ——
“ “
500 pp ——
300 pb ——

Figura 2. Amplificacion de los alelos VacA s1, VacA s2, VacA m1, VacA m2 y del gen CagA en muestras provenientes de
pacientes con enfermedad gastrica. Linea M, marcador de peso molecular conocido; lineas 1,4, 7 y 9 positivas para el alelo VacA
s1yVacA m1; lineas 2, 5, 6 y 8 positivas para el alelo VacA s1, VacA m1y CagA, linea 3 positiva para CagA; linea 4 positiva para

el alelo VacA m2 y VacA m1.
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DISCUSION

En los dltimos anos se han desarrollado numerosas téc-
nicas que permiten detectar la presencia del DNA de H.
pylori directamente en la biopsia gastrica. La mayoria de
las técnicas se basan en la PCR tanto clasica como a tiem-
po real y presentan diferentes objetivos de diagndstico, sien-
do fundamentales los siguientes: la deteccion de genes es-
pecificos de la bacteria, de los factores de virulencia, de
los mecanismos de resistencia, asi como de la deteccion
de diferentes alelos.™

Atherton y col." realizaron el primer reporte de la exis-
tencia de tres familias diferentes de secuencias senales de
vacA (sl1a, s1b, s2) y de dos diferentes familias de los
alelos de la regién media (m1 y m2). Los autores refirie-
ron que los genotipos vacA son mosaicos de las secuen-
cias sefial y regiones medias y todas las combinaciones
posibles de estas regiones, han sido identificadas. A partir
de ese momento muchas investigaciones han sido reali-
zadas sobre los genotipos de vacA de H. pylori, demos-
trandose que s1y m1 estan estrechamente asociados con
el nivel de actividad de VacA in vitro, asi como de sus
consecuencias clinicas [16, 17]. Aunque vacA esta
virtualmente presente en todas las cepas de H. pylori,
solo cerca de 50% produce VacA, que al ser purificada,
es capaz de inducir necrosis epitelial gastrica y ulceracion,
cuando se administra por via oral a ratones. Estudios in
vitro han demostrado que VacA causa vacuolizacion
masiva y muerte de un niimero de lineas celulares huma-
nas.' La coexistencia de cepas con diferentes genotipos
de vacA puede ser explicada de diferentes formas. Una de
ellas radicarfa en que los genotipos diferentes de vacA,
podrian ofrecer ventajas no competitivas a las cepas. La
segunda de ellas seria que diferentes genotipos podrian
conferir diferentes ventajas que permitirian que las cepas
sobrevivieran en nichos ecologicos diferentes dentro de la
mucosa gastrica y la posibilidad de recidivas de la infec-
cion, después del tratamiento.'

En este trabajo se introduce por primera vez en el Hos-
pital Judrez de México la posibilidad de detectar de una
forma rapida y sencilla la presencia de genotipos de
Helicobacter pylori asociados al cancer gastrico; asimismo,
disminuyen tiempo y costo en la deteccion.
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