Caracterizacion genética de los motivos EPIYA del gen cagA en aislamientos de Helicobacter
pylori de origen colombiano: estandarizacion de una prueba molecular para su rapida

deteccion

Pseudonimo: EPIYARIANOS

Introduccion

Helicobacter pylori (H.pylori) es una bacteria que infecta la mucosa gastrica de los humanos y
ha sido asociada con el desarrollo de enfermedades gastroduodenales como gastritis crdnica,
ulcera péptica y duodenal, linfoma tipo MALT y cdncer gastrico. Algunas poblaciones que
tienen una alta prevalencia de la infeccion también tienen una alta incidencia de cancer
gastrico (Este de Asia), mientras que esta misma relacién no ocurre en Africa y Sur de Asia.
Una explicacién plausible de estas diferencias en el desenlace de la infeccion obedece a que
Helicobacter pylori es una bacteria con una gran plasticidad genética que implica diferencias
en genes de virulencia que varian geograficamente (Hayashi T et al; 2017). Si bien el cancer
gastrico es una enfermedad multifactorial, donde estan involucrados antecedentes genéticos,
factores ambientales y la infeccion por H.pylori. Una de las caracteristicas atribuidas al
microorganismo son los factores de virulencia, entre los cuales el mas estudiado e importante
es la proteina CagA (Piazuelo MB et al; 2010).

El gen cagA codifica una proteina altamente inmunogénica y polimérfica (CagA), la cual es
inyectada al interior de la célula epitelial gastrica a través del sistema de secrecidn tipo IV, una
vez liberada intracelularmente en la membrana plasmatica, esta es fosforilada por medio de la
familia de las Src quinasas en residuos de tirosina en los motivos denominados EPIYA (Glu-Pro-
lle-Tyr-Ala) localizados en la region carboxi-terminal de la proteina (Hatakeyama M; 2011).
Luego de ser fosforilada, CagA interactla con varias proteinas que estan involucradas en vias
de sefializacién, regulacion del crecimiento celular, morfogénesis, movilidad celular vy
polaridad, como la proteina fosfatasa SHP-2, una oncoproteina que se ha visto asociada a
procesos malignos en humanos. La interaccidn CagA-SHP-2 activa la cascada Erk MAP quinasa
tanto de manera dependiente como independiente causando una transformacién morfoldgica
de la célula epitelial. Conllevando a una elongacion celular conocido como el fenotipo colibri
(Higashi H; 2002). Adicionalmente, la activacidon de ERK en la célula epitelial activando NF-Kb, el

cual induce la produccién de IL- 8 (Brandt S et al, 2005). Por otro lado, la activacién sostenida



de SHP-2 induce apoptosis en la célula epitelial gastrica, sin embargo la proteina CagA se une a
la region carboxi-terminal de la quinasa CSK, promoviendo una regulacién negativa que
conlleva a la disminucion del complejo CagA-SHP-2 y contribuyendo a otros sustratos de
proteinas SRC se desfosforilen como la cortactina, una proteina que estd involucrada en
cambios morfoldgicos inducidos por CagA (Hatakeyama M, 2005)

CagA varia en tamaiio y esta variacién es debida a los segmentos EPIYA. Se han descrito 4 tipos
de segmentos EPIYA (A, B, C, D), los cuales se basan en el nimero de aminoacidos y la
secuencia flanqueante del motivo (Higashi H, 2002). Los segmentos A y B estdn presentes en
todos los aislamientos, el segmento C se encuentra en cepas de origen occidental y el
segmento D en las asidticas. El segmento EPIYA C presenta diferentes repeticiones, las cuales
estan relacionadas con los niveles de fosforilacion de la tirosina, es decir que las proteinas
CagA occidentales con mayor numero de repeticiones EPIYA-C son biolégicamente mas activas
gue las que poseen un menor numero de repeticiones (Xia Y et al; 2009). De acuerdo a esto,
se han realizado estudios que evaltan el riesgo de desarrollar cdncer gastrico con 2 o mas
EPIYA; dos de esos estudios fueron realizados en Europa por Basso et al., 2008 y Ferreira et al
2012, quienes reportaron que el riesgo para desarrollar cdncer gastrico con 2 o mas
repeticiones EPIYA-C fue de 32 y 51 veces mads, respectivamente. Los 3 estudios restantes
fueron realizados en el continente Americano, por Anaya F et al 2014 (México), Batista S et al.,
2011 (Brasil) y Quiroga et a 2010 (Colombia) reportando riesgos (OR) para desarrollar cancer
gastrico de 5.9, 3.8 y 12 con las siguientes repeticiones: 2 EPIYA-C, 2 y 3 EPIYA- C y 3-EPIYA-C
respectivamente.

A diferencia del segmento EPIYA-C, el segmento EPIYA-D rara vez se duplica sin embargo la
secuencia consenso EPIYA-D presenta una mayor afinidad de unién con SHP-2, al no
encontrar cambios en la secuencia de aminoacidos, diferente a lo encontrado en la secuencia
flanqueante EPIYA-C que presenta cambios en la secuencia de aminodcidos en la posicidn Py +
5, por lo tanto el segmento EPIYA-D presenta una fuerte habilidad de inducir varios cambios
en la célula epitelial y una mayor actividad morfogenetica que el segmento EPIYA-C, por
esta razdn cepas de origen asidtico son mas carcinogénicas que las cepas de origen
occidental (Hatakeyama M and Higashi H; 2005).

En Colombia existen pocos trabajos que hayan estudiado la diversidad genética de los
segmentos EPIYA presentes en el gen cagA de aislamientos de H. pylori en pacientes

infectados con gastritis crénica, informaciéon que es muy relevante para definir la diversidad



genética de la bacteria en este gen y que permitan a futuro establecer como estas diferencias
genéticas y motivos EPIYA se relacionan con el desarrollo de cancer gastrico, ya que los
estudios publicados actualmente se han centrado en el estudio de esta diversidad en pacientes
con cancer gastrico, y por lo tanto no reflejan la verdadera diversidad circulante que ademas
permita con estudios adicionales determinar el impacto de la diversidad genética del gen cagA
en el desarrollo de enfermedades gastroduodenales. Para llenar este vacio de conocimiento en
este estudio se describio la circulacion actual de los segmentos EPIYA presentes en el gen cagA
de aislamientos presentes en la poblacién estudiada, estratificando el nimero de segmentos
EPIYA por edad de los pacientes con el fin de contribuir al entendimiento de la virulencia de la
bacteria y su posible relacion con el desarrollo de enfermedades gastricas. Adicionalmente en
este estudio se pudo definir que la prueba de biologia molecular estandarizada por una
metodologia de PCR convencional; que amplifica el segmento que contiene los segmentos
EPIYA de la bacteria permite determinar de acuerdo al peso molecular del producto de PCR
amplificado la estructura y nimero de motivos EPIYA presentes en el gen cagA, informacion
gue sera muy util para gastroenterdlogos y clinicos para definir con informacion precisa del
gen cagA si un paciente infectado con la bacteria podria estar a riesgo de desarrollar en algun
momento cancer gastrico.

Palabras claves: Helicobacter pylori; proteina CagA; motivo EPIYA



Materiales y métodos

Aislamientos de H.pylori

Se analizaron 85 aislamientos de H.pylori cagA positivos provenientes de la ciudad de Bogot3,
Colombia. Los aislamientos clinicos de H. pylori, provenian de pacientes diagnosticados con
dispepsia funcional en una institucién universitaria de Colombia (2009-2010). Este estudio fue
aprobado por el comité institucional de Etica de las instituciones participantes. Todos loos

pacientes obtuvieron y firmaron un consentimiento informado.

Los aislamientos fueron caracterizados y genotipificados molecularmente para la presencia del

gen cagA y almacenados en la Coleccion de Microorganismos de Una Universidad Colombiana.



Amplificacion de PCR y secuenciacion

La region 3" del gen cagA fue amplificada por reaccién en la cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los primers reportados por Yamaoka et al., 1999 (12) (Numero de acceso al
Gen bank L11714) Forward (CAGTF 5-ACCCTAGTCGGTAATGGG-3’) y Reverse (CAGTR 5’
GCTTTAGCTTCTGAYACYGC 3/, Y: C + T) posicién 2536 a 3044 (numero de acceso a GenBank
L11714). Como control positivo se utilizé la cepa de referencia NCTC 11637, la cual es cagA

positivo.

La amplificaciéon de PCR fue realizada en un volumen de 50 pl conteniendo 0,3uM de
concentracion de primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 ng de DNA gendmico H.pyloriy
1U de Go- Taq master mix (Promega, Madison, USA).

Las condiciones de la PCR para la amplificacion del gen cagA fueron las siguientes:
denaturacién inicial 95°C/10 min, seguido por 39 ciclos (95°C/30 seg, 52.3°C/30 seg y 72°C/ 36
seg) y una extension final a 72°C/5 min. La amplificacién fue llevada a cabo en un
Termociclador T100 (Biorad, Hercules, CA, USA). Finalmente los productos de PCR fueron
revelados en gel de agarosa al 2% con Syber Safe y fueron analizados en gel doc (Biorad,

Hércules, CA, USA).

En los aislamientos en los que se observaron dos o mas bandas (aislamiento con coinfeccién),
cada banda fue cortada a través de un transiluminador UV, posteriormente cada banda de
gel de agarosa con diferentes tamanos fueron colocadas en un tubo de PCR y luego fueron
purificadas a través del Kit Wizard SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega,
Madison, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para determinar la
concentracion de DNA de cada muestra se utilizé espectrofotometria con NanoDrop 2000
((Thermo Scientific, Wilmington, NC). La amplificacion de cada ADN obtenido a partir de las
bandas de gel fue posteriormente amplificada por PCR convencional, luego fueron
secuenciados y finalmente se realizd andlisis bioinformatico, con la finalidad de
determinar la presencia de los motivos EPIYA en cada muestra y asi conocer los

diferentes tipos de cepas que pueden infectar a cada paciente.



Todos los productos de PCR es este estudio fueron secuenciados por Macrogen Inc., Korea. Las
reacciones de secuenciacion fueron realizadas en ambas cadenas de ADN (Forward y Reverse)
a través del método de Sanger, utilizando como control la secuencia de la cepa de referencia

NCTC 11637, la cual es de tipo cagA occidental con el motivo EPIYA-ABC.

Andlisis bioinformatico de las secuencias que contienen el motivo EPIYA

Mediante el programa BLASTx se alinearon y analizaron las secuencias de nucledétidos,
incluyendo la secuencia cagA de la cepa de referencia NCTC 11637 (niumero de acceso al gen
bank AF202973)

A partir de Clustal w (European Bioinformatics Institute

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) se realizé el alineamiento de las secuencias peptidicas

que contienen los motivos EPIYA.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/

Resultados

Amplificacion de la regién 3" del gen cagA

Se amplifico la regién 3" del gen cagA que codifica para los motivos EPIYA de 85 aislamientos de
H.pyloriy se observé que el tamafio de los productos de PCR oscilé entre 400pb-700pb (Figura
9), de los cuales 7 aislamientos presentaron fragmentos de 400pb, 34 aislamientos de 500pb,
26 aislamientos de 600pb y 18 aislamientos de 700pb (Tabla 3), estos fueron organizados
equidistantemente (100pb) en una disposicién similar a una escalera indicando que la
variacion en el tamafio observada en la regién 3" del gen cagA es debido a la presencia de
multiples secuencies de repeticiones EPIYA. EI ADN de la cepa de referencia NCTC 11637
presento una Unica banda con un tamano de 500pb.

En 58 de los 85 aislamientos (68,2%), se observd la presencia de Unicas bandas (Tabla 1),
encontrando que 2 aislamientos presentaron un tamafio de 400pb, 24 aislamientos de 500pb,
18 aislamientos de 600pb y 14 aislamientos de 700pb. Sin embargo en 27 de los 85
aislamientos (31,8%) se observé la presencia multiples bandas, en donde la mayoria de
los aislamientos presentaron dos bandas con tamaios que variaron entre 500, 600 y 700 pb.

(Tabla 2).

Analisis de los motivos EPIYA en aislamientos clinicos de Helicobacter pylori

De acuerdo al alineamiento de las secuencias peptidicas de la region 3" del gen cagA
utilizando ClustalW2, se observé que todas los aislamientos son de tipo cagA occidental,
encontrando 3 tipos de motivo EPIYA: EPIYA—A: EPIYAKVNKKKAGQ, EPIYA-B: EPIY(A/T)
QVAKKVNAKI y EPIYA-C EPIYATIDDLGGP. No se encontraron aislamientos en nuestra
poblacién de tipo cagA oriental EPIYA- D: EPIYATIDFDEANQAG (Figura 1).

La distribucion total de los motivos EPIYA fue: AB 7/85 (8,2%); ABC 34/85 (40%); ABCC 26/85
(30,6%) y ABCCC 18/85 (21,2%) (Figura 2). Adicionalmente, se confirmé la prediccion acerca
del numero de repeticiones EPIYA basadas en el tamaifo de los amplicones de PCR,
encontrando que 4/85 aislamientos con un producto de PCR de tamafio de 400 pb
correspondio a EPIYA AB, 44/85 aislamientos con 500 pb a un EPIYA ABC, 28 /85 aislamientos
con 600 pb a un EPIYA ABCC y 9/85 aislamientos con 700 pb a un EPIYA ABCCC. (Figura 3).
Adicionalmente, se observé en los pacientes la presencia de uno o multiples genotipos EPIYA,
en donde 58 pacientes no presentaron coinfeccién encontrando la siguiente distribucion:

EPIYA: 2/58 AB (3.5%), 24/58 ABC (41.4%), 18/58 ABCC (31%), 14/58 ABCCC (24.1%) (Tabla 3).



Sin embargo 27 pacientes fueron infectados con 2 o mas diferentes genotipos EPIYA con la
siguiente distribucion : ABC y ABCC en 7 pacientes; ABCC y ABCCC en 6 pacientes y AB and
ABC en 5 pacientes, también se observd coinfeccidn con 3 y 4 genotipos de EPIYA: AB, ABCy
ABCC en 5 pacientes; AB, ABC y ABCCC en 1 paciente; ABC, ABCC y ABCCC en 1 paciente y
finalmente 2 aislamientos de pacientes presentaron coinfeccién con los siguientes genotipos

EPIYA : AB, ABC, ABCC and ABCCC (Tabla 4).

Se observd que el nimero de repeticiones EPIYA-C estd relacionada con la edad de los
pacientes, una repeticion EPIYA C (ABC) con un promedio de 45 afios, 2 EPIYA-C (ABCC) un
promedio de 51 afios y con 3 EPIYA C (ABCCC) un promedio de edad de 63 anos. Se observé un
incremento significativo en el nimero de repeticiones EPIYA Cy el incremento de edad de los

pacientes (P <0.001).



Discusion

Todos los aislamientos incluidos en este estudio presentaron cagA de tipo occidental, no se
encontraron aislamientos de tipo cagA oriental circulando en nuestra poblacidn, estos
resultados concuerdan con lo reportado por Yamaoka et al 1999 (12), Quiroga et al 2010 y
Schneider et al 2010 quienes en sus estudios también incluyeron pacientes
Colombianos.  Adicionalmente estudios realizados en Europa, (Argent RH et al; 2004),
América (Basso D et al; 2008) ( devi Sm et al; 2006) y Africa (Argent RH et al; 2008) reportan la
presencia de cagA de tipo occidental, lo cual verifica lo planteado por Hatakeyama et a/ 2010
sobre la variacidn geografica de cagA, en donde poblaciones de Africa, Asia del sur, Europay
las Américas presentan cagA de tipo occidental y poblaciones del Este de Asia presentan cagA
de tipo oriental.

Se encontré en todos los aislamientos analizados, la presencia del segmento EPIYA -A y EPIYA-
B, tal como lo reporta en sus estudios Quiroga et a/ 2010, Yamaoka et al , Sicinschi et al ,
Batista et al, sin embargo Torres et al 2012 y Panayotopoulou et al 2006, reportan la
presencia de 2y 1 aislamiento con motivo EPIYA AC, respectivamente.

De los aislamientos cagA de tipo occidental se observd la presencia de una a tres repeticiones
EPIYA-C, siendo el motivo EPIYA-ABC (40%) el mds frecuente encontrado en nuestra
poblacién, lo cual concuerda con los estudios realizados por Sicinschi et al 2010,
Yamaoka et al 1999 y Quiroga et al 2010. Sin embargo, la frecuencia de los aislamientos con 2
o 3 repeticiones EPIYA-C fue de 51.8%, siendo este porcentaje mayor a lo reportado en
estudios realizados en Colombia: Yamaoka et al; 2000 (31%), Sicinschi et al; 2010 (35.8%),
Schneider et al; 2010 (37%) y Quiroga et al; 2010 (41%). Estas diferencias pueden ser
explicadas, debido a que los estudios anteriores incluyeron pacientes con varias enfermedades
(gastritis atrofica, ulceras y cancer), a diferencia del presente estudio donde se describio la
circulacion de aislamientos con multiples EPIYA-C, Unicamente a partir de pacientes con
gastritis crdénica.

Igualmente, en otros paises se han realizado diferentes estudios para determinar la
prevalencia de aislamientos con multiples motivos EPIYA-C y se ha encontrado menor
numero de aislamientos con multiples EPIYA-C que los encontrados en este estudio (Francia
(32%) (Yamaoka Y et al; 2000), Costa Rica (30.3%) (Occhialini A et al; 2001), Sur Africa (27%)
(Argent RH et al; 2008)], Grecia (21%) (Panayotopoulou E et al; 2007), Cuba (22.1%) (Torres L;
2012) México (20%) (Reyes-Ledn A et al; 2007), USA (17%) (Yamaoka Y et al; 2000) y Peru
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(11.5%) (Devi SM et al; 2006), lo cual puede deberse al proceso de microevoluciéon en el gen
cagA, el cual describe un cambio genético que conduce a un cambio en la virulencia del
fenotipo presentando implicaciones importantes en la patogénesis de H.pylori (Suzuki R et al;
2011) (Argent R et al; 2008), siendo esta una explicacion parcial del por qué en este estudio se
observé un mayor numero de repeticiones EPIYA-C en pacientes con gastritis crénica, es
decir que la relacion entre la virulencia bacteriana y la enfermedad no mostro una
asociacion estricta.

Adicionalmente otras posibles razones del resultado de nuestro estudio, se debe a que los
estudios anteriormente reportados, utilizaron pacientes con diferentes enfermedades
(gastritis, ulceras, metaplasia, displasia, cancer), a la variacion en el tamafio de la muestra y
posiblemente a la incidencia de cancer gastrico de cada pais; esto es importante al
mencionar que Colombia tiene una alta incidencia de cancer gastrico que otros paises,
posiblemente debido en parte a las multiples repeticiones EPIYA-C, lo cual concuerda con lo
reportado por Torres et al 2012 (21), Basso et al; 2008) y Sicinschi et al 2010, quienes explican
gue las proteinas CagA con 2 o mas numeros de repeticiones EPIYA-C sean mas virulentas y
estén asociados con un alto riesgo de cancer gdstrico que aislamientos con Unicamente una
repeticion EPIYA-C .Adicionalmente, el riesgo de cancer géstrico es 12 veces mas en pacientes
con 3 repeticiones EPIYA-C que pacientes infectados con una repeticiones EPIYA-C (Quiroga
Al et al; 2010).

En los resultados de este estudio se observé relacidn entre el incremento en la edad de los
pacientes y las repeticiones  EPIYA, estos datos concuerdan con Xia Y et al; 2009, donde los
aislamientos CagA de origen occidental con un alto nimero de repeticiones EPIYA-C son mas
carcinogénicas que las que tienen menos repeticiones; adicionalmente Parkin et al en 2001,
basandose en reportes de Globocan describe que la frecuencia de cancer gastrico ocurre en
un rango de edad de 55-80 afios y que no es muy usual que ocurra en pacientes jévenes.
También “The International Agency for Research con Cancer (IARC) y World Health
Organization (WHO) (2008) reportan que la mortalidad de cancer gastrico incrementa con el
avance de la edad , observando 245 muertes en edades de 40-49 afios, 479 muertes en
edades entre 50-59 afios y 687 muertes en edades entre 60-69 afios, la cual indica en nuestro
estudio que los pacientes con edades entre 50-70 afios los cuales presentaron 2 y 3
repeticiones EPIYA-C, puede incrementar el riesgo de desarrollar cancer géstrico que pacientes

menores de 50 afios quienes tienen 1 o ninguna repeticion EPIYA-C. Estos resultados
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concuerdan con lo reportado por Kalaf et al en 2013, quienes reportan en su estudio que el
promedio de edad de los pacientes infectados con EPIYA ABCC y ABCCC es mayor, que en
pacientes que presentan otros tipos de EPIYA., encontrando la siguiente distribucién EPIYA en
relacion al promedio de edad de los pacientes: EPIYA ABC- 43 afos, EPIYA ABCC- 50 aiios y
EPIYA ABCCC- 53 afios.

Dado que el cdncer géstrico es la principal causa de muerte por cancer en el mundo y que
adicionalmente alrededor del 40% de los pacientes con cancer gastrico no reportan sintomas
antes del diagndstico, la prevencién es la mejor estrategia para el control de cancer gastrico.
Correa et al en 2004, sugieren un programa para la prevenciéon de cancer géstrico el cual
incluye la deteccién de H.pylori, vigilancia endoscdpica e histoldgica de lesiones precancerosas,
saneamiento e higiene, restriccién de sal en la dieta y una dieta balanceada que contenga
frutas y verduras frescas. Por mas que el 80% de los casos de cancer gastrico se han atribuido a
la infeccion por H.pylori (Blumberg R et al, 2011), la erradicacidon es considerada como una
estrategia primaria de prevencion.

De acuerdo al consenso de Maastricht V (Malfertheiner P et al 2016), la erradicacion de H.pylori
reduce el riesgo de desarrollar cdncer gdstrico, por lo que los pacientes deben ser tratados
durante la fase inicial de la infeccion antes de que puedan ocurrir cambios pre neoplasicos en
la mucosa gastrica, adicionalmente sugieren que para reducir el riesgo de cancer gastrico, la
terapia de erradicacién puede ofrecerse a pacientes con familiares con primer grado de
consanguinidad con cdncer gastrico, pacientes neoplasia gastrica previa que ya hayan sido
tratados por reseccion subtotal endoscépica o gastrica, paciente con riesgo de pangastritis
severa, gastritis predominante gastritis predominante de cuerpo o atrofia severa y pacientes
con inhibicién crénica del acido gastrico por mas de 1 afio. Otros dos documentos, American
Collage of Gastroenterology y el Consenso de Asia y el pacifico, también recomiendan la
erradicacion de H.pylori en pacientes con reseccién endoscépica de cancer gastrico precoz en
regiones con una incidencia anual de cdncer gastrico por encima de una poblacion de
20/100.000 (Fock KM et al; 2008).

En este estudio se encontraron 27 aislamientos, con dos o mas de 2 bandas con tamarfios
correspondientes a diferentes numeros de repeticiones EPIYA-C, similar a lo reportado por
Yamaoka et al 1999, quien en su estudio encontré mas de 26 aislamientos con dos o mas
bandas, lo cual segun Acosta et al 2010, esto puede deberse a la presencia de subclones

atribuibles a un proceso de microevolucién con altas tasas de recombinacién del genoma
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plastico de H. pylori o también al proceso de coinfeccidon con multiples cepas de H. pylori que
coexisten en el mismo paciente asi como también lo reporta Yamaoka et al 1999,
Panayotopoulou et al 2006 (22), Argent et al 2004, Torres et al 2012.

En cuanto a la re amplificacién, la estrategia metodoldgica utilizada en este estudio, nos
permitio segln el tamafio y numero de bandas de productos de PCR conocer el nimero de
repeticiones EPIYA, lo cual posteriormente fue confirmada por secuenciacién. Este método,
permitio predecir con precision que cada una de las bandas son secuencias especificas de cagA
y coinfeccién con diferentes genotipos de cagA, por lo tanto, esto puede ser muy util para
implementar en laboratorios de hospitales y asi conocer de acuerdo al tamaio de las bandas el
numero de repeticiones EPIYA que porta la cepa con la cual esta infectado un paciente. Si bien
otras metodologias han sido reportadas previamente por Argent et al, 2004 y Torres et al
2012 quienes disefiaron primers especificos para cagA occidental, cagA oriental, segmentos
EPIYA A, EPIYA B y EPIYA C y secuenciacidon, estas estrategias también pueden detectar
aislamientos con mds de 1 motivo EPIYA en el mismo paciente, llamada infeccion mixta o
coinfeccidn, la desventaja de estos métodos es su alto costo y mayor demanda en tiempo en la
ejecucion de la prueba. Segun Panayotopoulou et al, 2007, la coinfeccion puede ser debida a
gue para aislar H.pylori a partir de biopsias gastricas, se recoge todo la biomasa posible en
masivo, mas no se selecciona una colonia individual; razén por la cual se observo la presencia

de multiples genotipos de cagA en el mismo paciente

Conclusion

En este estudio se identificd que los aislamientos de H. pylori de origen colombiano poseen
cagA de origen occidental, con una estructura EPIYA-ABC y multiples repeticiones EPIYA-C:
EPIYA-ABCC y EPIYA-ABCCC; presentes en el 52% de la poblacion infectada. Se observé un
mayor numero de motivos EPIYA ABCC y ABCCC en poblacién mayor de 50 aiios y fue
frecuente la infeccidén mixta con cepas con diferentes repeticiones de motivos EPIYA. La
prueba de biologia molecular estandarizada en este estudio es facil de realizar y puede
implementarse en hospitales con el fin de contribuir al entendimiento de la estructura del
gen cagA en Colombia que permitan a gastroenterélogos hacer recomendaciones mas
estructuradas en pacientes infectados con H. pylori y el riesgo de desarrollar cancer

gastrico.
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Figura 3. Correlacién entre el tamafio de los productos amplificados de la regién 3’ del gen
cagA y el motivo EPIYA. Los DNA de los aislamientos de H.pylori fueron amplificados y los
productos de PCR fueron analizados en gel de agarosa al 2% (carril 3-12). Se encontraron
fragmentos de 400bp (EPIYA AB), 500 pb (EPIYA ABC), 600 pb (EPIYA ABCC)y 700 pb (EPIYA
ABCCC). Carril 2: control negativo, carril 12: NCTC 11637, Carril 1: marcador de peso 100 pb
(Promega, USA)
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Tabla 1. Productos de PCR de Aislamientos de H.pylori con Unicas bandas

Tamano del producto

(pb) N° Aislamientos
400 5
500 24
600 18

700 14
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Tabla 2. Productos de PCR de Aislamientos de H.pylori con multiples bandas

N® aislamientos

N® bandas

Tamaiio del
producto (pb)

B3 = = LnLnn =l

R VL i E L

500- 600
600-700

400-500
400-500-600
200-600-700
400-500-700
400-500-600-700
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Tabla 3. Motivos EPIYA en aislamientos de pacientes sin coinfeccion

N° Aislamientos Tipo de motivo EPIYA % motivo EPIYA
2 AB 3,5
24 ABC 41,4
18 ABCC 31

14 ABCCC 24,1
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Tabla 4. Motivos EPIYA en aislamientos de pacientes con coinfeccion

N" pacientes

Combinacion de

% Combinacion de motivos

Motivos EPIYA EPIYA

3 AB-ABC 18.5
7 ABC-ABCC 26

B ABCC-ABCCC 22.2
3 AB-ABC-ABCC 18.5
1 AB-ABC-ABCCC 3.7

1 AB-ABCC-ABCCC 3.7

2

AB-ABC-ABCC-ABCCC

7.4




