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RESUMEN

Introduccion: El gen de la toxina vacuolizante (vacA) y el gen asociado a citotoxina
(cagA) son considerados los principales factores de virulencia de Helicobacter pylori, los
cuales generan mayor prevalencia e incidencia de patogenicidad.

Objetivo: Determinar la prevalencia del gen cagA y las variantes alélicas del gen vacA
en cepas de H. pylori aisladas de pacientes colombianos.

Métodos: Se incluyeron 72 pacientes que fueron remitidos a endoscopia a la Clinica
San Marcel de la ciudad de Manizales, Colombia, durante el segundo semestre del afio
2015, a quienes se les tomo una biopsia de antro y una de cuerpo gastrico para cultivo
microbioldgico y posterior estudio molecular. La extraccién de ADN bacteriano se realizé
por el método descrito por Valentine. La identificacion de los factores de virulencia cagA
y vacA se efectud por reaccion en cadena de la polimerasa convencional, empleando
iniciadores especificos para cada uno de ellos.

Resultados: Se obtuvieron aislamientos de Helicobacter pylori de 16 pacientes, de los
cuales se identificaron cepas cagA positivas y las variantes alélicas s1 y s2 asociadas al
gen vacA. No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el diagndstico
endoscépico y los factores de virulencia de los genes cagA y vacA.

Conclusiones: Hubo una prevalencia del 50 % de cagA* y una frecuencia 68,8 % para
las variantes alélicas VacAsim1 en los aislamientos de H. pylori obtenidos de las
biopsias gastricas, lo que denota que factores diferentes y que complementan la
virulencia bacteriana se asocian a la presentacion de condiciones gastrointestinales, con
implicaciones diagndsticas, prondsticas y terapéuticas.
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ABSTRACT

Introduction: The vacuolated toxin"s gene (vacA) and the cytotoxin associated gene
(cagA) are the main virulence factors of Helicobacter pylori, which generate more
prevalence and incidence of patogenicity.

Objective: To determine the prevalence of cagA gene and allelic variants of vacA gene
in strains of H. pylori isolated from Colombian patients.

Methods: There were 72 patients included who had been referred to endoscopy at San
Marcel Clinic in Manizales city, during the second semester of the year 2015. They had
antrum and gastric body's biopsy for microbiological culture and subsequent molecular
study. The extraction of bacterial DNA was performed by the method described by
Valentine. Identification of the virulence factors cagA and vacA genes was performed by
conventional PCR, using specific primers for each of them.

Results: Isolates of H. pylori were obtained in sixteen patients, and in these were
found cagA positive strains and the allelic variants associated with the vacA gene. A
statistically significant association between endoscopic diagnosis and virulence factors
cagA and vacA was not found.

Conclusions: It was found a prevalence of 50 % of cagA+ positive strains and a
frequency of 68.8 % of the allelic variant vacAsim1 in the isolations of H. pylori
obtained from gastric biopsies, denoting different factors and that complements of
bacterial virulence are associated with the presentation of gastrointestinal conditions,
with diagnostic, prognostic and therapeutic implications.

Keywords: Helicobacter pylori; isolation; cytotoxicity; cagA; vacA; PCR.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gramnegativa, microaerofilica en forma
de espiral, que posee de cinco a seis flagelos que permiten su movilizacién y
penetracion en el epitelio gastrico.! La infeccidon se adquiere durante la infancia y la
prevalencia aumenta gradualmente con la edad, alcanzando el 50 % en los paises en
desarrollo; la transmisidn se produce por contacto persona a persona por via fecal/oral,
oral/oral o gastrica/oral.? Este microorganismo es considerado el principal agente causal
en el desarrollo de Ulcera gastrica y duodenal, gastritis crénica no autoinmune, linfoma
MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) y cancer gastrico.>*

H. pylori posee factores de virulencia que inducen mayor prevalencia e incidencia de
patogenicidad, como el gen vacA (toxina vacuolizante) y el gen cagA (asociado a
citotoxina).® El gen vacA se encuentra presente en todas las cepas,®”’ posee tres
regiones polimorficas denominadas: region sefial s1( subtipos s1a, s1b y sic) y s2;
region intermedia (i1 e i2) y region media (m1 y m2).8° Por las combinaciones alélicas
de las regiones senal y media se presenta una variacién considerable en la actividad
vacuolizante de las diferentes cepas de H. pylori.'° Los aislamientos que presentan las
combinaciones sIm1 y s1mZ2 producen niveles altos y moderados de citotoxina
respectivamente, mientras que los aislamientos con la combinaciéon s2m2 producen
muy poca citotoxina o no la producen, razén por la cual las variaciones alélicas de vacA
pueden desencadenar una accidon mas persistente de la bacteria y una mayor
progresion clinica de la lesion gastrica como factor de riesgo para cancer gastrico.!
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El gen asociado a la citotoxina A (cag A) es uno de los 32 genes que constituyen la isla
de patogenicidad Cag-PAI (principal determinante de virulencia de H. pylori); el gen
cagA codifica para una proteina altamente inmunogénica, que ingresa directamente en
las células del epitelio gastrico por medio del sistema de secrecion tipo IV de la
bacteria, interactuando con efectores celulares que conducen a la activaciéon de vias de
sefalizacién celular promoviendo respuestas proinflamatorias y mitogénicas, alteracion
en las uniones intercelulares y pérdida de polaridad celular.'? Las cepas de H. pylori
cagA positivas (cagA™*) estan relacionadas con mayor riesgo de gastritis atroéfica, Ulcera
péptica y el incremento de desarrollar cancer gastrico.*

Dada la importancia de los factores de virulencia vacA y cagA de H. pylori en el
desarrollo de enfermedades gastroduodenales y la prevalencia de la infeccién informada
en la ciudad Manizales (85,5 %),!3 el objetivo de este estudio fue determinar la
prevalencia del gen cagA vy las variantes alélicas del gen vacA en cepas de H. pylori
aisladas de pacientes colombianos.

METODOS
Se llevod a cabo un estudio de disefio observacional, transversal y de corte analitico.

Se consideraron como criterios de inclusion: pacientes mayores de 18 afos de ambos
sexos, residentes en el departamento de Caldas (Colombia) con diagndstico asociado a
enfermedad acido péptica, gastritis y Ulcera gastrica o duodenal y que fueron remitidos
a endoscopia digestiva alta en la Clinica San Marcel de la ciudad Manizales, Colombia.
Como criterio de exclusidon se considerd el consumo de inhibidores de bomba de
protones, antagonistas del receptor H2, antiacidos, antibioticos y/o aspirina o AINES
cuatro semanas previas al examen diagnéstico.

El periodo de inclusién de los pacientes fue el segundo semestre del 2015. La muestra
fue no probabilistica basada en criterios y se completé de manera consecutiva con
72 casos.

La endoscopia fue realizada por un gastroenterdlogo. Durante el procedimiento se
tomaron dos biopsias gastricas (una del antro y una del cuerpo del estdmago), que
fueron empleadas para cultivo microbioldgico y posterior analisis molecular. Las
biopsias se almacenaron en tubos eppendorf de 1,5 mL con caldo infusién cerebro
corazon (BHI), se refrigeraron en nevera portatil, y fueron transportadas en un lapso
inferior a 6 h al laboratorio de microbiologia de la Universidad de Manizales para su
procesamiento.

Este estudio considerado de riesgo minimo de acuerdo con la resolucién 8430 de 1993
del Ministerio de la Proteccion Social de Colombia, fue aprobado por el comité de ética
de la Universidad de Manizales.

Cultivo microbioldgico. Los medios de cultivo empleados para el aislamiento bacteriano
fueron: agar TSA (Tripticasa Soya Agar-BBL™), enriquecido con sangre de cordero al 7 %,
y suplemento selectivo DENT (Oxoid Limited) 4 mL/L y Agar TSA suplementado con
sangre de cordero al 7 %, isovitalex 0,5 % (BBL™) y antibidticos de uso comercial:
Anfotericina B x 50 mg (Bristol Myers Squibb) 3,5 mg/L, Polimixina B x 500 000 unidades
(APP Pharmaceuticals, LLC) 0,66 mg/L, Vancomicina 500 mg (Vitalis) 10 mg/L y
Trimetroprim sulfa 40/200 mg/5 mL MK® 5 mg/L. Los cultivos se incubaron a 37 °C por
un periodo de 7 a 10 dias, en cdamara con generador de anaerobiosis Gas Pak™ EZ
Anaerobe Container system with Indicator (Becton and Dickinson, Company, USA). A las
colonias obtenidas después del periodo de incubacion se les realizé coloracion de Gram
y las pruebas de catalasa, ureasa y oxidasa para confirmar el fenotipo de la bacteria.
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Extraccion de ADN genomico. La extraccion del ADN gendmico de los aislados de
H. pylori se realizé de acuerdo con el protocolo descrito por Valentine.* Las bacterias
fueron resuspendidas en buffer TE 1X (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8,0), 0,5 %
SDS (Dodecil sulfato de sodio), y Proteinasa K (20 mg/mL), después fueron
incubadas 1 h a 37 °C. Posteriormente fueron tratadas con NaCl 5 M y solucién 10 %
CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)/NaCl 0,7 M por 15 min a 65 °C; por ultimo
el material genético (ADN) fue purificado con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), y
resuspendido en 100 yL de buffer TE 1X.

Para verificar la calidad del material genético extraido se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 % (p/v) tefiidos con Gel Red™?*> y visualizados en un transiluminador de
luz UV ENDURO™ GDS (Labnet).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El ADN gendmico obtenido fue
empeado para la amplificacion de fragmentos asociados a los genes citotéxicos vacA y
cagA (tabla). Se incluyé como control positivo muestras de cada uno de los genes en
estudio que previamente fueron amplificadas por PCR, secuenciadas, analizadas y
verificadas para cada uno de los alelos. La mezcla de reaccién contenia: 1X buffer
(Bioline), 2 mM MgCl:z (Bioline), 2,5 mM dNTP (Bioline), 2,5 uM de cada uno de los
iniciadores, 0,5 U de la enzima Taq polimerasa (Bioline) y 50-100 ng de ADN. La
amplificacion se realizé en el termociclador Multigene (LabnetTM). Los productos
obtenidos fueron corridos en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) tefiido con Gel Red™ vy
visualizados en el transiluminador de luz UV ENDURO™ GDS (Labnet).

Tabla. Secuencias de iniciadores empleados

Gen Fragmento Secuencia Condiciones Referencia
(pb) Del iniciador de amplificacion
94 °C 5 min
94 °C30s
5"TTGACCAACAACCACAAACCGAAG 3'F | 52 °C 30 s ¢35 ciclos 16
CagA 183 72 °C30s
72 °C 10 min
5'CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC3' R
94 °C 5 min
94 °C30s
259 s1 5'ATGGAAATACAACAAACACAC3' F 52°C30s }35 ciclos 8
Vacas 72°C30s
72 °C 10 min
286 S2 5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3' F
VACaM1 290 5'GGTCAAAATGCGGTCATGG3' F
94 °C 5 min
94 °C30s
5'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3’' R 52°C30s }35 ciclos 8
72°C30s
72 °C 10 min
VACaM2 352 5'GGAGCCCCAGGAAACATTG3' F
94 °C 5 min
94 °C30s
5'CATAACTAGCGCCTTGCAC3'R 52°C30s }35 ciclos 8
72°C30s
72 °C 10 min
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Los datos fueron sometidos a procedimientos estadisticos descriptivos y relacionales. La
plataforma utilizada para el analisis de datos fue el programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) version 24, de la empresa IBM. Se considerd estadisticamente
significativo un valor p (a)< 0,05. Los estadigrafos utilizados fueron chi cuadrado con
correccion de continuidad de Yates y chi cuadrado de independencia para la
comparaciéon de la prevalencia observada frente a la esperada. Se desarrollaron analisis
complementarios de sensibilidad y especificidad mediante tablas de contingencia.

RESULTADOS

De los 72 pacientes incluidos en el estudio, 28 pacientes (38,9 %) correspondieron a
hombres y 44 pacientes (61,1 %) a mujeres, con un promedio de edad de 43,2 afios
(rango 18-73 afos).

A todos los pacientes se les realizé cultivo microbioldgico de biopsias obtenidas del
antro y cuerpo del estdmago, se aislé H. pylori en 16 pacientes de los cuales siete
presentaron crecimiento en antro, cuatro en cuerpo y cinco en antro y cuerpo del
estdmago.

Basados en los diagndsticos endoscopicos de los pacientes con aislamiento de H. pylori,
se encontrd una frecuencia correspondiente a: 3/16 (18,85 %) para gastritis crénica
antral; 2/16 (12,5 %) para gastritis erosiva antral y gastritis nodular antral y 1/16 (6,3 %)
para cada uno de los siguientes diagnosticos: gastritis atréfica con metaplasia
intestinal, gastritis verrucosa antral, gastritis atréfica corporoantral y gastropatia antral.

Para el gen cagA y las variantes alélicas del gen vacA (Fig.), el tamano de los
fragmentos amplificados correspondié a aquellos previamente informados por otros
autores.®16 Con la identificacién molecular se encontraron las siguientes frecuencias:
cagA* 8/16 (50 %), cagA 8/16 (50 %), vacAsl 12/16 (75 %), vacAs2 4/16 (25 %),
vacAm1 14/16 (87,5 %), vacAm2 2/16 (12,5 %).

M 12 3 4 5 6 M12 3456 78 9101112131415

M1 2 3 4 5 6 7 8 M123 4 5 678910111213141516171819

C D

M: marcador de peso molecular Hyperladder™ 1 kb (Bioline), A: pozos 3y S (vacdsl 259 ph);
pozos 1, 2 v 4 (vac&s2 286 ph); pozo 5 control positivo; pozo 6 control negativo, B: pozos
1-4, 6-8, 10-13 {(vacam1 290 pb); pozos 5 vy 9 muestras que no amplificaron para el alelo m1;
pozo 14 control positivo; pozo 15 control negativo., C: pozos S vy 6 (vacdm2 352ph); pozos
1-4 muestras que no amplificaron para el alelo m2; pozo 7 control positivo; pozo 8 control
negativo. D: pozos 1-3,6, 13, 14, 16 vy 17 (cagd+ 183 pb); pozos 4-5y 7-12, 15 (caga-); pozo
18 control positivo; pozo 19 control negativo.

Fig. Amplificacion de fragmentos asociados a los genes vacA y cagA de H. pylori.
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Las variantes alélicas identificadas para vacA fueron: vacAsimi1 11/16 (68,8 %),
vacAsim2 1/16 (6,3 %), vacAs2m1 3/16 (18,8 %), vacAs2m2 1/16 (6,3 %). La
asociacién entre el genotipo cagA positivo o negativo con las variantes alélicas de vacA
no mostro relacién estadisticamente significativa (p> 0,05). De manera similar, no se
encontroé relacion estadisticamente significativa entre el diagndstico endoscopico, las
variantes alélicas de vacA (p> 0,05) y el genotipo de cagA (p> 0,05).

DISCUSION

El desarrollo clinico de la infeccidén por H. pylori esta asociado a factores de virulencia,
ambientales y del hospedero,'’:'8 razén por la cual el diagndstico y el tratamiento de la
infeccion juegan un papel fundamental en la erradicacion del patégeno.!®

Los métodos de diagnostico de H. pylori como las pruebas histolégicas, cultivo
microbioldgico, reaccion en cadena de la polimerasa y prueba rapida de ureasa,
requieren la toma de biopsias por endoscopia y por lo tanto son consideradas como
métodos invasivos.?? El cultivo es considerado el método mas especifico para la
deteccidon de H. pylori, es empleado en la practica clinica para confirmar sensibilidad
frente a los antibioticos cuando se presenta falla del tratamiento y en investigacion los
aislamientos de H. pylori son usados para la identificacién de factores de virulencia y
para estudios de epidemiologia.?® Es este estudio el cultivo microbioldgico se realizo
para la identificacién molecular de los genotipos cagA y variantes alélicas de vacA; se
consiguieron aislamientos de H. pylori en 16 pacientes, la baja proporcidon de
aislamientos obtenidos pudo estar asociado al nivel socioecondmico y la procedencia de
los pacientes, fundamentalmente debido a que la mayoria residian en la zona urbana
del municipio Manizales y pertenecian a estratos socioeconémicos medio y medio alto,
donde la calidad de vida esta relacionada entre otros factores, con la calidad del agua a
la vez que se garantiza éptimas condiciones de higiene, pues se ha informado un mayor
riesgo de infeccidn por H. pylori en personas que habitan en el area rural donde
normalmente los estratos socioecondmicos son bajos, las condiciones sanitarias no son
adecuadas y el agua de consumo humano es de baja calidad.?'22

A nivel molecular, la reaccion en cadena de la polimerasa, con una sensibilidad del 75 % vy
una especificidad del 90 %, es considerada la prueba estandar para el diagndstico de la
infeccidn, basada en el uso de iniciadores especificos permite la identificacion de factores
de virulencia y los cambios génicos que conducen a la resistencia a antibidticos.”%:19:23-25

Para las cepas cagA* se han informado prevalencias de 74,8 % en Ghana, 90 % en
Nigeria, 95 % en Sudafrica,?* 100 % en Japon?® y 47,8 % en Brasil?®?8 entre otros. En
el caso de Colombia la prevalencia se encuentra entre el 43 % y el 90,5 %.%2527:2° En
este estudio se encontrd una prevalencia de cagA* del 50 %, ubicandose en el rango
informado en los estudios colombianos (p> 0,05); sin embargo, y en concordancia con
otras investigaciones, no se encontré una asociacién significativa entre las cepas cagA*
y el diagndstico establecido de enfermedad gastroduodenal.30:3!

Con respecto al factor de virulencia vacA, los resultados mostraron mayor predominio
de vacAsl1 (75 %) y vacAm1 (87,5 %), estos resultados son consistentes con lo
informado por varios autores.*?2%32 En la combinacidn de los genotipos de la region sy
m, la variante vacAsim1 fue identificada en el 68,8 % de los aislamientos, guardando
relacion con las frecuencias entre el 24 % vy el 84 % indicadas en diferentes poblaciones
a nivel mundial.3°

Los resultados no mostraron asociacidn significativa entre el genotipo cagA* vy las
combinaciones alélicas de vacA y el diagnostico endoscdpico, lo que podria indicar que
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factores de virulencia diferentes a los analizados, asi como los factores ambientales y
propios del hospedero podrian estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad
gastroduodenal.!’:18

Hubo una prevalencia del 50 % de cagA™* y una frecuencia 68,8 % para las variantes
alélicas vacAsim1 en los aislamientos de H. pylori obtenidos de las biopsias gastricas
de pacientes que fueron remitidos a la clinica San Marcel, lo que denota que factores
diferentes como los de tipo medioambiental o del hospedero, complementan la
virulencia bacteriana, asociandose a la presentacién de condiciones gastrointestinales
con implicaciones diagndsticas, prondsticas y terapéuticas.

Es necesario realizar estudios que permitan el aislamiento de un nimero mayor de
cepas de H. pylori para determinar la influencia de diferentes factores de virulencia con
el desarrollo clinico de la enfermedad gastroduodenal.
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