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RESUMEN Antecedentes: el estudio del fenotipo y ge-
notipo de H. pylori se ha centrado en dos factores de
virulencia, la isla de patogenicidad cag (PAl) para la
cual cagA es un marcador y la toxina formadora de va-
cuolas (VacA). Algunos estudios han mostrado la rele-
vancia clinica de la determinacion de anticuerpos anti-
CagA. Objetivo: evaluar la relacion entre los genotipos
de H. pylori y la presencia de anticuerpos especificos
anti-CagA. Métodos: se estudiaron 50 pacientes (media
53 arios, de 15 a 92). La PCR de las regiones my s de
vacA se llevo a cabo usando los iniciadores descritos
previamente (J Biol Chem 1995; 270: 17771). Para la
PCR de cagA se utilizaron los iniciadores reportados
por Rugge y cols. (Cancer 1999; 85: 2506) y la determi-
nacion de anticuerpos 1gG anti-CagA se llevé a cabo de
acuerdo al método desarrollado por Blaser y Pérez (Can-
cer Res 1995; 55: 2111). Resultados: un total de 50 pa-
cientes fueron evaluados, todos positivos para H. pylori.
De las 50 cepas de H. pylori estudiadas, 7(14%) fueron
aisladas de pacientes con iilcera gdstrica y 43(86%) de
pacientes con DNU. EIl genotipo de vacA mds frecuente
fue el s2/m2, el cual correlaciond con las cepas CagA
negativas (p < 0.01). Como se esperaba, la presencia de
cepas de H. pylori cagA+ correlaciond con la presencia
de anticuerpos anti-CagA (Kappa = 0.680). La determi-
nacion de anticuerpos anti-CagA tuvo una sensibilidad
de 77.4%, especificidad de 94.7%, valor predictivo posi-
tivo de 96% y valor predictivo negativo de 72% cuando
se comparo con la técnica de PCR. Conclusiones: el ge-
notipo vacA s2/m2, cagA- fue el mds frecuente en cepas
de H. pylori aisladas en el Noreste de México. Este re-
sultado concuerda con la baja proporcion de pacientes
con enfermedad tilcero péptica descrita en esta pobla-
cion. La correlacion entre la presencia de anticuerpos
especificos para CagA y la demostracion del gen cagA

SUMMARY Background data: The study of Helico-
bacter pylori phenotypes and genotypes is mainly fo-
cused on two groups of putative bacterial virulence fac-
tors: the cag pathogenicity island (PAl), for which CagA
is a marker, and the vacuolating cytotoxin VacA. Seve-
ral studies have shown the clinical relevance of the de-
termination of IgG anti-CagA antibodies. Objective:
To assess the prevalence of vacA and cagA genotypes
of H. pylori and the association with IgG anti-CagA
antibodies in symptomatic patients. Methods: We stu-
died 50 patients (mean age 53 years, range 15-92).
PCR amplification of the vacA s and m regions was
performed using the primers described (J Biol Chem
1995; 270: 17771). For cagA PCR, primers descri-
bed by Rugge et al. were used (Cancer 1999; 85: 25006)
and determination of I1gG anti-CagA antibodies was
done according to the method described by Blaser and
Perez (Cancer Res 1995; 55: 2111). Results: All 50
patients studied were positive for H. pylori. Of the 50 H.
pylori strains, 7 (14%) were isolated from patients with
peptic ulcer disease and 43 (86%) from patients with non-
ulcer dyspepsia. The most frequent vacA genotype was
§2/m2, associated with cagA- H. pylori strains (p < 0.01).
Presence of cagA+ H. pylori strains correlated with the
presence of IgG antibodies (Kappa = 0.680). Determina-
tion of IgG anti-CagA antibodies showed a sensitivity of
77.4%, specificity of 94.7%, positive value of 96% and
negative predictive value of 72%. Conclusions: The most
[frequent H. pylori genotype found in northeastern Mexi-
co was vacA s2/m2, cagA-. The presence of this geno-
type correlated with the clinical presentations obser-
ved in these patients. In addition, CagA serology
showed a great specificity and good sensitivity that
allow us to use this assay to assess the prevalence of
CagA+ strains in Mexico.
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sugiere que este método puede ser usado en la pobla-
cion mexicana para determinar la prevalencia de cepas
CagA+.

Palabras clave: Helicobacter, vacA, cagA, anticuerpos
anti-CagA.

INTRODUCCION

En aproximadamente 10% de los casos, la presencia de
Helicobacter pylori estd relacionada con diversos sin-
dromes clinicos como son la dispepsia no ulcerosa
(DNU) y la enfermedad tdlcero péptica (EUP). Ademas,
la colonizacién con H. pylori representa un riesgo seis
veces mayor al desarrollo de cdncer géstrico y se ha aso-
ciado con el linfoma géstrico de tejido linfoide asociado
a mucosas.> 10

Diferentes factores bacterianos se han relacionado a
esta diversidad clinica, en particular la citotoxina for-
madora de vacuolas (VacA). Se han demostrado dife-
rencias en el gen vacA como es el caso de la combina-
cién en mosaico de las secuencias sefial [s] y la regién
media [m]. El genotipo s1/m1 ha sido asociado a pre-
sentaciones clinicas mds graves y algunos estudios han
mostrado diferencias en los genotipos en relacién con
diferentes regiones geograficas.>’11.13-16

Entre los factores bacterianos se ha estudiado tam-
bién la isla de patogenicidad (PAI) de la cual el gen cagA
es un marcador y codifica para CagA. La gran mayoria
de las cepas de H. pylori cagA+ produce la proteina, que
es inmunogénica. La presencia de PAI se ha asociado
con incremento en la produccién de interleucina-8, con
mayor inflamacién géstrica y se ha demostrado que las
personas que estdn infectadas por cepas CagA+ tienen
riesgo mayor al desarrollo de céncer gastrico.*® Estu-
dios recientes han mostrado que esta proteina penetra a
las células epiteliales y altera la fisiologia de las células
afectadas.!

Los diferentes genotipos de H. pylori pueden ser iden-
tificados por métodos moleculares usando cepas obteni-
das por procedimientos invasivos. El desarrollo y vali-
dacién de métodos serolégicos para la determinacién de
anticuerpos especificos contra las proteinas de H. pylori
es también de gran utilidad clinica, porque permite la
deteccién de cepas de H. pylori potencialmente virulen-
tas sin los inconvenientes de un procedimiento endos-
copico. El objetivo de este trabajo es evaluar la relacién
entre los genotipos de H. pylori y la presencia de anti-
cuerpos especificos anti-CagA.

Key words: Helicobacter pylori, vacA, cagA, anti-CagA
antibodies

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio. Se examinaron 50 pacientes mexi-
canos (femenino:masculino, 2; media de edad, 53 £ 17.7
afos; margen, 15-92) que se sometieron a endoscopia
gastroduodenal en el Servicio de Gastroenterologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez” en
Monterrey, Nuevo Ledn, México. Todos los pacientes
integrados a este estudio nacieron en el Noreste de Méxi-
co y tienen ascendencia mexicana de al menos dos ge-
neraciones. De las cepas de H. pylori estudiadas 7(14%),
se aislaron de pacientes con EUP y 43 (86%) de pacien-
tes con DNU. Ninguno de los pacientes habia recibido
antibidticos o inhibidores de la bomba de protones du-
rante las cuatro semanas previas a la endoscopia. Todos
los pacientes firmaron una hoja de consentimiento in-
formado. Durante la endoscopia se obtuvieron cuatro
biopsias (dos de antro y dos de cuerpo del estdomago)
para cultivo, las cuales fueron colocadas en medio de
transporte de Stuart (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, MD) y transportadas inmediata-
mente al laboratorio para cultivo.

Cultivo de H. pylori. Las biopsias fueron sembradas
en agar Columbia (Becton Dickinson Microbiology Sys-
tems) con sangre al 10%. Una vez inoculadas, las placas
fueron incubadas en microaerobiosis usando el sistema
Campy Pouch (Becton Dickinson Microbiology Systems).

Las colonias se identificaron por la morfologia de las
colonias, tincién de Gram y las reacciones de catalasa,
oxidasa y ureasa. Cada cepa se transfirié a un tubo de
microcentrifuga con 500 uL. de agua estéril y se centri-
fugé a 8,000 r. p. m. durante cinco min.

Extraccion del DNA. El DNA se extrajo utilizando el
método que utiliza bromuro de hexadecil-trimetil amonio
(CTAB)."2 El sedimento bacteriano se resuspendié en 560
uL. de amortiguador TE 1X (TrisHCI 10 mM y EDTAL1
mM, pH 8.0), 30 uL de 10% dodecil sulfato de sodio (Sig-
ma Chemical Co., St. Louis, Mo) y 6 pL de una solucién
de 10-mg/mL de proteinasa K (Sigma Chemical Co.). La
suspensién bacteriana se incubé por 45 min a 37 °C y
después de la adicién de 100 uL de NaCl5 My 80 uL de
CTAB al 10% (Sigma Chemical Co.)/NaCl 0.7 M, la mez-
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cla fue incubada a 65 °C por 10 min. El DNA se extrajo
con 700 pL de cloroformo-isopropanol (24:1) y con una
mezcla fenol-cloroformo (1:24). E1 DNA se precipit6 con
0.6 mL de isopropanol, se lavé con etanol al 70% y dejé
secar al aire. El sedimento seco se disolvié en 50 uL. de
amortiguador TE 1X y el DNA se cuantificé por emisién
fluorescente a460 nm luego de excitacién a 365nm (DyNA
Quant Fluorometer, Pharmacia Biotech, San Francisco,
CA). Se ajusto la concentracién de DNA a 100 ng/uL para
la investigacion de la presencia del gen cagA gen y los
alelos s y m del gen vacA s por PCR.

Deteccion de los genes vacA y cagA. La PCR se
llevé a cabo para la amplificacién de las secuencias
sefial y media usando los iniciadores descritos por
Atherton y cols.? Las cepas fueron caracterizadas como
tipo sla, slb 0 s2 y m1 o m2. Los iniciadores para la
tipificacién de cagA fueron los descritos por Rugge y
cols."® Para la PCR de cada muestra se preparé una mez-
cla de reaccién en un volumen de 50 pL y con una con-
centracién 25 pmolar de cada iniciador, 100 ng de DNA
gendmico, cada desoxinucledsido trifosfato (Qiagen, Santa
Clarita, CA) a una concentraciéon de 100 uM y 1 U de Taq
DNA polimerasa (Qiagen).

Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termoci-
clador automatizado (Perkin-Elmer Corporation, Welles-
ley, MA) con 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 1
min, apareamiento a 52 °C por 1 min y extensién a 72 °C
por 2 min.

Deteccion de los productos de PCR. 1.os productos
amplificados fueron separados en geles de agarosa al
2%, tefiidos con bromuro de etidio y detectados bajo luz
ultravioleta de onda corta. Se usaron estandares de 100
pares de bases como marcadores de peso molecular (Life
Technologies, Ontario, Canada). Se obtuvo una fotogra-
fia de cada gel con el equipo Eagle eye II Still Video
System (Strategene, La Jolla, CA).

Determinacion de anticuerpos IgG anti-CagA. La de-
terminacién de anticuerpos IgG anti-CagA se realiz6 con la
técnica de ensayo inmunoabsorbente con enzima unida
(ELISA) de acuerdo con el método previamente descrito
por Blaser y Pérez.* Se preparé una suspension de antigeno
CagA (OraVax, Inc), se ajustd a una concentracion de pro-
tefnas de 1 mg/mL y con esta suspension se bloquearon
placas de titulacion (Dynex Technologies, Chantilly, VA)
con 250 ng de antigeno por celda. La dilucién de suero fue
de 1:100 y se usaron anticuerpos anti-IgG humana conju-
gados con peroxidasa (Biosource International, Camarillo,
CA). El desarrollo de color fue en dcido 2.2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (Sigma Chemical Com-
pany). Posteriormente se tomd lectura de la absorbancia a

405 nm y la informacién se analiz6 con el programa Re-
velation 2.0. Los resultados se expresaron como razén de
densidad 6ptica (RDO) en relacion con los valores obte-
nidos en cuatro sueros estdndar. Una RDO = 0.35 se con-
siderd positivo, mientras que un valor de RDO < 0.35 se
considerd negativo. Todos los ensayos se llevaron a cabo
para cada muestra al menos dos veces en dias diferentes.
Pruebas estadisticas. 1as asociaciones entre los ge-
notipos de H. pylori se analizaron con las pruebas de x>
con la correccién de continuidad de Yates o la prueba de
Fisher cuando fue apropiado. Un valor de p < 0.05 fue
aceptado como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Analisis molecular de las cepas de H. pylori. Para cada
cepa de H. pylori se determinaron los alelos para las
regiones sefial y media del gen vacA y el genotipo de
cagA. Se detectaron las seis posibles combinaciones
de la secuencia sefial y la secuencia media, incluyendo
el tipo s2/ml, el cual ha sido descrito previamente en
la poblacién mexicana (Figura ). Entre los genotipos
de vacA obtenidos, el mas frecuente es s2/m2. De to-
das las cepas analizadas, siete no amplificaron para la
region s y una cepa no amplificé para la regién m. Las
cepas que no se pudieron tipificar en la regién s fueron
ml y la cepa que no se pudo tipificar en la regién me-
dia fue s2.

Correlacion de subtipos de vacA con el genotipo
de cagA de las cepas estudiadas. 1.os subtipos de vacA
se correlacionaron con el genotipo de cagA (Cuadro 1)

35+
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Figura 1. Genotipos de vacA en las cepas estudiadas. *No amplifi-
caron para [s]. **No amplificaron para [m].
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CUADRO 1

CORRELACION DE SUBTIPOS DE vacA CON EL GENOTIPO DE cagA DE LAS CEPAS ESTUDIADAS

Genotipo

vacA sl vacA m cagA' n %
sl ml + 16 32

sl ml - 2 4

sl m2 + 3 6

s2 ml + 4 8

s2 ml - 2 4

s2 m2 + 2 4

s2 m2 - 13 26
No tipificable ml + 7 14
s2 No tipificable - 1 2

1 El genotipo cagA+ estd asociado con el genotipo vacA s1/ml (p < 0.05, x?) y el genotipo cagA-estd asociado con el genotipo vacA s2/m2 (p < 0.01, ).

CUADRO 2

ASOCIACION ENTRE EL GENOTIPO DE cagA Y LA

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-CagA

Gen cagA
IgG anti-cagA por ELISA Positivo Negativo
Positivo 24
Negativo 7 18

y se encontr6 que el genotipo s1/m1 estuvo asociado a
las cepas cagA+ (p < 0.05) y el genotipo s2/m2 esta
fuertemente asociado a las cepas cagA- (p < 0.01). No
se encontrd otra correlacion estadisticamente signifi-
cativa entre los genotipos de vacA o cagA.
Correlacion entre la deteccion del gen cagA y la de-
teccion de anticuerpos anti-CagA. Se determind la aso-
ciacién entre el genotipo de cagA y la presencia de anti-
cuerpos anti-CagA (Cuadro 2). Se detectaron solamente
anticuerpos anti-CagA en un paciente, en él se aislé H. pylori

CUADRO 3

UTILIDAD DIAGNOSTICA DE LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-CagA POR LA TECNICA DE ELISA

Valor IC 95% alto IC 95% bajo
Kappa 0.680 0.403 0.756
Sensibilidad 77.4 66.2 80.5
Especificidad 94.7 76.5 99.7
Valor predictivo positivo 96.0 0.821 99.8
Valor predictivo negativo 72.0 58.1 75.8
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cagA- y, por el contrario, no se detectaron anticuerpos en
siete pacientes en los cuales se detectd H. pylori cagA+.

Con los resultados obtenidos se determind la asocia-
cién entre la deteccion del gen cagA en H. pylori y la
determinacién de anticuerpos anti-CagA (Cuadro 3).
Ademads, se determind la utilidad diagndstica de la de-
terminacion de anticuerpos anti-CagA por la técnica de
ELISA.

DISCUSION

Se obtuvieron todas las combinaciones posibles de la
region s y la regién m de vacA. Esta diversidad aléli-
ca ha sido reportada previamente en poblacién mexi-
cana."

En un estudio previo en la Ciudad de México se re-
porté que el genotipo mas frecuente es el slb/m1! y en
este estudio el genotipo mds frecuente es el s2/m2. De-
bido a que las cepas s1/m1 son mas frecuentemente aso-
ciadas a enfermedad que las cepas s2/m2,%>" estos resul-
tados sugieren que las cepas que infectan la poblacién del
Noreste de México son menos virulentas que las descritas
en el centro del paifs, donde las cepas s1/m1 fueron las
més frecuentes.

Para el diagndstico invasivo de H. pylori es necesa-
ria la realizacién de una endoscopia, la cual representa
molestias y un mayor costo para los pacientes,® ademas,
en algunas ocasiones este procedimiento no puede lle-
varse a cabo por la condicion clinica del paciente. Las
pruebas seroldgicas son una herramienta valiosa en la
préctica clinica, porque para su realizacién no es nece-
sario recurrir a procedimientos invasivos y en general
representan pocas molestias para los pacientes. Entre las
pruebas serolégicas, la técnica de ELISA tiene algunas
ventajas, puesto que es sencilla, de bajo costo y no re-
quiere equipos sofisticados.

El diagnéstico preciso de la presencia de H. pylories
un aspecto importante en el manejo de pacientes con
sintomas gastrointestinales y recientemente estd toman-
do relevancia no sélo la determinacién de la presencia
de la bacteria, sino también la deteccion de los factores
de virulencia potenciales descritos en H. pylori.

En la poblacién mexicana se ha descrito la infeccién
por multiples cepas de H. pylori.®

Ademds, en algunos pacientes la bacteria tiene una dis-
tribucién irregular en la mucosa géstrica, por lo que es
probable que se tomen biopsias de sitios donde no se en-
cuentra el microorganismo y no se tomen muestras de si-
tios en que H. pylori si estd presente. Por lo anterior, la
determinacién de anticuerpos especificos contra las pro-

tefnas de la bacteria podria ser mds sensible que la deter-
minacién del genotipo en cepas de H. pylori recuperadas
a partir de biopsias.

Los resultados de este trabajo muestran que sélo en
un paciente en que se aislé H. pylori cagA- se detectaron
anticuerpos circulantes contra esta proteina de H. pylo-
ri. Es probable que este paciente estuviera infectado ade-
mads por otra cepa cagA+ que no fue recuperada durante
el cultivo. Por el contrario, en siete pacientes se aislaron
cepas de H. pylori cagA+ y no se detectaron anticuerpos
anti-CagA en el suero de los pacientes. Esto podria ser
explicado por las variaciones antigénicas en la proteina
CagA que han sido reportadas.'’

En este trabajo se estudié la correlacién de los geno-
tipos de H. pylori y la respuesta inmune del hospedero
contra una de las proteinas relacionadas con la virulen-
cia de la bacteria. Los resultados muestran una buena
correlacién entre la deteccion del gen cagA y la detec-
cidén de anticuerpos anti-CagA por la técnica de ELISA
(Kappa 0.680, IC 95% 0.403-0.756) y una especificidad
y un valor predictivo positivo superior al 94%, por lo
que un resultado positivo practicamente confirma la in-
feccién por cepas de H. pylori cagA+.

REFERENCIAS

1. AsahiM, Azuma T, Ito S, et al. Helicobacter pylori CagA protein can be
tyrosine phosphorylated in gastric epithelial cells. J Exp Med 2000; 191:
593-602.

2. Atherton JC, Cao P, Peek RM, et al. Mosaicism in vacuolating cytotoxin
alleles of Helicobacter pylori: Association of specific vacA types with
cytotoxin. Production and peptic ulceration. J Biol Chem 1995; 270:
17771-7.

3. Audibert C, Janvier B, Grignon B, et al. Correlation between IL-8
induction, cagA status and vacA genotypes in 153 French Helicobacter
pylori isolates. Res Microbiol 2000; 151: 191-200.

4. Blaser MJ, Pérez-Pérez GI, Kleanthous H, et al. A infection with
Helicobacter pylori strains possessing cagA is associated with an increased
risk of developing adenocarcinoma of the stomach. Cancer Res 1995;
55: 2111-5.

5. Cremonini F, Gasbarrini A, Armizzi A, Gasbarrini G. Helicobacter pylori
related diseases. Eur J Clin Invest 2001; 31: 431-7.

6. Dunn BE, Cohen H, Blaser MJ. Helicobacter pylori. Clin Microbiol Rev
1997; 10: 720-41.

7. Gold BD, van Doorn LJ, Guarner J, et al. Genotypic, clinical, and
demographic characteristics of children infected with Helicobacter pylori.
J Clin Microbiol 2001; 39: 1348-52.

8. Gonzdlez-Valencia G, Atherton JC, Muiioz O, et al. Helicobacter pylori
vacA and cagA genotypes in Mexican adults and children. J Infect Dis
2000; 182: 1450-5.

9. Kersulyte D, Mukhopadhyay AK, Velapatifio B, et al. Differences in
genotypes of Helicobacter pylori from different human populations. J
Bacteriol 2000; 182: 3210-8.

10. McNulty AM, Wyatt J. Helicobacter pylori. J Clin Pathol 1999; 52: 338-44.

11. Morales-Espinoza R, Castillo-Rojas G, Gonzélez-Valencia G, et al.
Colonization of Mexican patients by multiple Helicobacter pylori strains
with different vacA and cagA genotypes. J Clin Microbiol 1999; 37:
3001-4.


http://www.imbiomed.com.mx

160

Genotipos de Helicobacter pylori

12. Peek RM, Miller GG, Tham KT, et al. Heightened inflammatory response
and cytokine expression in vivo to cagA+ Helicobacter pylori strains.
Lab Invest 1995; 73: 760-70.

13. Rugge M, Busatto G, Cassaro M, et al. Patients younger than 40 years
with gastric carcinoma: Helicobacter pylori genotype and associated
gastritis phenotype. Cancer 1999; 85: 2506-11.

14.van Doorn LJ, Figueiredo C, Sanna R, et al. Expanding allelic di-
versity of Helicobacter pylori vacA. J Clin Microbiol 1998; 36:
2597-603.

15. van Doorn LJ, Figueiredo C, Sanna R, et al. Clinical relevance of the
cagA, vacA and iceA status of Helicobacter pylori. Gastroenterology 1998;
115: 58-66.

16. van Doorn LJ, Figueiredo C, Megraud F, et al. Geographic distribution of
vacA allelic types of Helicobacter pylori. Gastroenterology 1999; 116:
823-39.

17. Vaucher C, Janvier B, Nousbaum JB, et al. Antibody response of patients
with Helicobacter pylori-related gastric adenocarcinoma: Significance
of anti-CagA antibodies. Clin Diagn Lab Immunol 2000; 7: 463-7.


http://www.imbiomed.com.mx

