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Diversidad en los genes cagA y vacA en cepas de Helicobacter 
pylori aisladas de niños y adultos. 

M. en C. Gerardo González Valencia 

Resumen 
H pylori es una de las bacterias genéticamente más diversas. No se conoce la relación de esta 
diversidad con edad, gravedad de la enfermedad y nicho en el estómago. Para simplificar; este 
trabajo se dividió en dos partes: 
Primera parte. La mayoría de los estudios previos, de asociaciones de H pylori y marcadores 
de virulencia y enfermedad se habían concentrado en adultos . Este parte incluyo además niños. 
Se estudiaron 90 pacientes, 56 adultos (37 con ulcera y 19 sin ulcera) y 34 niños (todos con 
dolor abdominal recurrente y sin ulcera). Se genotipificaron alelos de vacA y de cagA por PCR 
de aislados múltiples de H pylori de biopsias de antro. Los tipos vacA múltiples fueron más 
comunes en adultos con ulcera (95%) que en adultos sin ulcera (37%; P<.001) o en niños 
(52%; P<.01). Las cepas vacA sl y cagA+ tuvieron frecuencias similares entre los adultos con 
y sin ulceras. Se concluyó que la infección con múltiples cepas de H pylori (diferentes-tipos 
vacA) es común en México y parece estar asociada a enfermedad ulcerosa. Las cepas que 
infectan a niños y adultos parecen ser diferentes. 
Segunda parte. La diversificación genética y su asociación con enfermedad encontrada, 
principalmente en adultos en la primera parte, motivo que para esta parte se estudiaran de 6-7 
colonias de H pylori aisladas de 4 regiones (antro-cuerpo-fondo-incisura) del estómago de 8 
adultos con enfermedad gastróduodenal. Seis de los pacientes presentaron colonias con 
idénticos patrones RAPD, tipos cagA y alelos de vacA. Otro presento colonias con un mismo 
patrón RAPD aunque distintos tipos cagA y vacA y urt último presento colonias con distintos 
patrones RAPD y tipos cagA y vacA. Se demostró la infección simultánea con más de una cepa 
en el estómago de un mismo individuo. 

INTRODUCCION 

Antecedentes históricos. Por mucho tiempo se consideró que el estómago era una cavidad 

estéril a pesar de que casi un siglo atrás se publicaron comunicaciones esporádicas sobre la 

presencia de bacterias espirilares en mucosa gástrica. Sin embargo la incapacidad para 

cultivarlas y la suposición de que se trataba de contaminantes ocasiono que los hallazgos no 

fueran interpretados adecuadamente y no se les concediera importancia. Fue hasta 1983, en 

que los gastroenterólogos Australianos Warren y Marshall (1984) lograron cultivarlas y 

relacionarlas con gastritis crónica y enfermedad ulcerosa, que se reconoció el papel de 



Helicobacter pylori ( H pylori) como agente etiológico de diferentes grados de enfermedad 

ulcero péptica. Originalmente H pylori fue descrito como Campylobacter-like organisms por 

su similitud morfológica con miembros del género Campylobacter. Posteriormente y debido 

principalmente a diferencias en ácidos grasos y estructurales se consideraron como una especie 

aparte a la que se llamo Campylobacter pyloridis (Goodwin y cols., 1986). Fue hasta 1989 en 

que un Comité taxonómico internacional, basado en diferencias ultra estructúrales y genéticas 

decidió excluirla de este género, denominándolo finalmente por su nom,bre actual. Desde 1989 

se le considera la especie tipo de un nuevo género, Helicobacter, en el que existen al menos 

otras 19 especies (V ersalovic y Fox, 2001). 

Microbiología. H pylori es una bacteria gram-negativa de 2.5 a 5 µm de largo y de 0.5 a 1 

µm de ancho, de morfología celular bacilar, espiral, en "s", en cultivos viejos cocoide, que 

presenta de 4 a 6 flagelos unipolares que le dan su movilidad característica. Entre sus 

características metabólicas más notables destacan la producción de enzimas como catalasa, 

oxidasa y sobre todo de la ureasa que le permite neutralizar el medio ambiente ácido del 

estómago. La bacteria requiere para su crecimiento in vitro de una atmósfera microaerofílica. 

Epidemiología. Los humanos son el reservorio natural de H pylori al cual infectan por lo 

regular a edades tempranas (Torres J y cols. 2000). Se estima que más de la mitad de la 

población mundial esta infectada y que la prevalencia de la infección es mucho mayor en 

países en desarrollo (70-90%) que en desarrollados (25-30%) y se incrementa con la edad. En 

México a la edad de 1 O años el 50% de los niños se encuentran ya infectados y globalmente el 

66% de la población esta infectada (Torres J y cols. 1998). La mucosa en el estómago es el 

nicho principal de H pylori aunque algunos estudios muestran que puede encontrarse también 

a bajas concentraciones en saliva, placa dental e inclusive en materia fecal (Suerbaum y 
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Michetti, 2002). Ad~más de los humanos, solo algunos primates y gatos pueden albergar H 

pylori. Recientemente se publico que la bacteria puede aislarse también de una fuente 

medioambiental (Yingzhi y cols. 2002). Por ello continúa proponiéndose que la bacteria se 

transmite de persona a persona por 3 posibles rutas: iatrogénica, fecal-oral y oral-oral; sin 

embargo no se conocen con precisión los mecanismos de transmisión de la infección (Dunn y 

cols., 1997; Suerbaum y Michetti, 2002). 

Respuesta del huésped a la infección. Prácticamente todas las personas infectadas con H 

pylori presentan una ~espuesta inflamatoria gástrica crónica. Durante la fase temprana de la 

infección, la adherencia de la bacteria a las células epiteliales en particular a través de BabA 

(adhesina del antígeno Leb, "Lewisb binding adhesin ") y por cepas portadoras de la "isla de 

patogenicidad de cag': o cag PAI (que se describe más adelante) resulta en la producción de 

ínterleucina 8 (IL-8). IL-8 atrae y activa neutrófilos, que a su vez liberan otros mediadores de 

inflamación que atraén macrófagos y células plasmáticas. La mucosa gástrica de individuos 

infectados presenta niveles elevados de citocinas tales como TNFa .que es citotóxico o como 

IL-6, IL-8 o IL-12 que son proinflamatorios. La respuesta inflamatoria provoca cambios en la 

fisiología del estómago y duodeno ya sea por daño directo a las células o porque algunas de 

estas citocinas actúan sobre células que regulan la producción de ácido. 

Enfermedades asociadas. Aunque mucha gente puede estar infectada con H pylori solo una 

pequeña proporción de ellas presentan algún tipo de manifestación clínica. El curso de la 

infección es altamente variable y es influenciado tanto por la bacteria como por el huésped. El 

patrón y distribución de la gastritis que provoca, correlaciona fuertemente con el riesgo de 

secuelas clínicas, principalmente úlceras gástricas o duodenales, atrofia de mucosa, carcinoma 

gástrico o linfoma gástrico. Pacientes con gastritis predominantemente antral, la forma más 
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común de gastritis asociada a H pylori, están predispuestos a úlceras duodenales, en tanto que 

los pacientes con gastritis predominante en cuerpo y atrofia múltifocal tienen más 

probabilidad de sufrir úlceras gástricas, atrofia gástrica, metaplasia intestinal y finalmente 

carcinoma gástrico. H pylori es responsable de la mayoría de las úlceras gástricas y 

duodenales. El cáncer gástrico es la segunda causa más frecuente de muerte relacionada a 

cáncer. Existe una fuerte evidencia de que H pylori incrementa el riesgo de cáncer gástrico. H 

pylori ha sido clasificado como carcinógeno de tipo I. La infección con la bacteria también 

incrementa significativamente el riesgo de un desorden linfoproliferativo conocido como 

MAL T linfoma o MAL Toma (por sus siglas en ingles mucosa- associated lymphoid tissue) y 

de un 72 a un 98% de los pacientes que lo padecen están infectados. En algunos padecimientos 

el papel de la infección con H pylori es controvertido, por ejemplo en dispepsia no asociada 

con úlceras, a pesar de la elevada frecuencia de H pylori relacionada a esta condición, la cura 

después de la erradicación da resultados inconsistentes . Lo mismo ocurre con enfermedad de 

reflujo gastroesofágico, en la que la infección con la bacteria tiene un papel protector de · 

acuerdo con algunos estudios, en tanto que otros indican que su erradicación tiene una 

influencia negativa. La terapia supresiva de ácido por tiempo prolongado puede agravar la 

gastritis de cuerpo mediada por H pylori e incrementar el riesgo de carcinoma gástrico. H 

pylori se ha relacionado también a la patogénesis de muchas enfermedades extra gástricas que 

van desde arteriosclerosis hasta enfermedades de la piel , pero la documentación sobre los 

casos ha sido pobre y las asociaciones controvertidas (Goodwin y cols., 1986; Nomura y 

cols., 1991; Blaser y Parsonnet, 1994; Correa y cols., 1997). 

Patogénesis. La patogénesis es uno de los aspectos más controvertidos de la bacteria, ya que 

solo una minoría de las personas infectadas desarrolla lesiones gastroduodenales serias (Peek y 
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Blaser, 1997). La existencia de diferencias en su potencial patogénico, aunada a factores del 

huésped y medio ambiente, pueden influir en las manifestaciones clínicas, de leves a graves 

que se han asociado a la infección con esta bacteria (Peek y Blaser, 1997). Se han descrito 

numerosos probables · factores de virulencia, entre los que destacan: producción de ureasa, 

catalasa, proteínas "heat shock" HspA y HspB (asociadas a respuesta inmune), movilidad, 

capacidad para adherirse a mucosa gástrica, lipopolisacarido, antígenos Lewis, toxina 

vacuolizante y presencia de diversos genes asociados a virulencia como picB (asociado a 

liberación de IL-8), flaA y flaB (asociados a movilidad), babA y babB (asociados a adhesinas y 

a antígenos Lewis) y los genes cagA y vacA (Sharma y cols., 1998; Otterman y Lowenthal, 

2002, Pride y cols,. 2001, Lee y Hazell, 1993; Blaser, 1996; Tummuru y cols., 1993; Jenks 

y Clusters, 2000; Moran y Wadstrom, 1998). Algunos de estos factores, además ayudan a H 

pylori a evadir la actividad bactericida del contenido gástrico luminar y entrar a la capa 

mucosa. La producción de ureasa, la movilidad y la adherencia son: esenciales para este primer 

paso de la infección. La ureasa hidroliza la urea en dióxido de carbono y amonio , permitiendo 

a la bacteria sobrevivir en el ambiente ácido. La movilidad permite a H pylori a alcanzar sitios 

con un pH menos ácido en capas inferiores de la mucosa gástrica y una vez allí H pylori 

puede adherirse estrechamente a las células epiteliales por múltiples componentes de su 

superficie de entre los cuales el mejor caracterizado es BabA. 

La presencia de cagA (cytotoxin-associated gene), y la expresión de la actividad de la toxina 

vacuolizante codificada por el gene vacA son dos de los principales marcadores de virulencia 

descritos (Blaser, 1996; Tummuru y cols., 1993; Covacci y cols., 1993; Atherton y cols., 

1997; Censini y cols., 1996; Ito y cols., 1998; Warburton y cols., 1998; Donati y cols., 

1997). cagA esta presente en aproximadamente un 60% de las cepas de H pylori en países 
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desarrollados y codifica para una proteína CagA de alto peso molecular (Tummuru y cols., 

1993; Covacci y cols., 1993). Dicha proteína inmunodominante de -128 kDa sirve como 

marcador serológico para la isla de patogenicidad de cag ( cag P AI) de H pylori, cuya región 

contiene al menos 31 genes que codifican para proteínas posiblemente asociadas a virulencia 

(Censini y cols., 1996, Telford y cols., 1994). CagA es transportada directamente a las 

células epiteliales por un sistema de secreción de tipo IV, codificado por cag P AI (Stein y 

cols., 2000; Segal y cols., 1999), donde induce que cínasas de las mismas células produzcan 

la fosforilación en sus residuos de tirosina, lo que a su vez activa rutas de transducción de 

señales y de plasticidad del citóesqueleto (Owen y cols., 2003). Estas señales se ven 

reflejadas por la aparición de la formación de "pedestales" (protrusions) en la superficie de la 

célula infectada que dependen a su vez, de la polimerización de actina en la membrana de la 

célula. El mecanismo de acción y similitud de la formación de pedestales semeja al descrito 

para Escherichia coli enteropatógena y otras bacterias como Shigella y Listeria (Stein y cols., 

2000). Tanto el sistema de secreción de tipo IV como CagA son codificadas por cag PAL 

Numerosos estudios han confirmado hallazgos previos en países desarrollados en los que la 

gastritis, úlcera duodenal, atrofia gástrica, metaplasia intestinal, carcinoma gástrico y linfoma 

del tipo de tejido linfoide asociado a mucosas son más comunes en pacientes infectados con 

cepas CagA+ que con cepas CagA- (Eck y cols., 1997 y van der Hulst y cols., 1997). Sin 

embargo en otros países, como China y Japón, la infección con cepas CagA + no es un 

marcador útil de virulencia, ya que la prevalencia de infección con este tipo de cepas en 

controles y en pacientes con úlcera péptica y cáncer gástrico es similar (Shimoyama y cols., 

19977 y Panz ¡y cols., 997). Es discutible aún si CagA por si misma, es directamente 

importante o si simplemente actúa como un marcador de otros genes de cag PAL 
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En contraste a cagA, el gene vacA se encuentra presente en virtualmente todas las cepas de H 

pylori (Blaser, 1996; Atherton y cols., 1995). vacA codifica una citotóxina vacuolizante 

(VacA) de -87 kDa, que induce vacuolización citoplásmica en varias líneas celulares de 

mamíferos y produce daño celular y ulceración en mucosa cuando se administra 

intragástricamente a í-'atones. La toxina se inserta a si misma dentro de la membrana de las 

células epiteliales y forma un canal hexámerico dependiente de voltaje y anión selectivo, a 

través del cual aniones orgánicos y bicarbonato pueden ser liberados, posiblemente 

proveyendo a la bacteria con nutrientes. VacA tiene como blanco la membrana mitocondrial 

donde causa la liberación de citócromo ce induce apoptosis . Aunque solo un 50% de las cepas 

de H pylori inducen vacuolización de células in vitro, casi todas las cepas híbridan con sondas 

de vacA (Atherton y cols., 1995). Las cepas de H pylori que producen la citoto~ina 

vacuolizante (VacA) ·. han sido asociadas frecuentemente con enfermedad severa, 

particularmente con úlcera péptica, en poblaciones americanas y europeas (Blaser, 1996, 

Atherton y cols., 1995,Atherton y cols, 1997). Sin embargo de manera similar que cori cagA, 

en Japón una alta proporción de cepas de H pylori son citotóxicas, y diversos estudios en ese 

país, han sido incapaces de relacionar a VacA con severidad de la enfermedad (lto y cols., 

1997; Takata y cols., 1998). 

El gene vacA tiene una estructura en mosaico (Atherton y cols., 1995) del que al principio se 

describieron al menos tres tipos alélicos en la región de la secuencia señal (sla, slb, s2) y dos 

en la región media (ml, y m2) y que actualmente se han encontrado en todas las 

combinaciones posibles (Atherton y cols., 1995, Morales y cols., 1999, Letley y cols., 1999). 

Un estudio reciente describió una nueva variante des llamada sl"c, que solo se ha detectado en 

aislados de H pylori de asiáticos (van Doorn y cols., 1998). Un estudio en los Estados Unidos 
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de América (Atherton y cols., 1995) mostró que las cepas s 1 a estuvieron asociadas más 

frecuentemente con inflamación gástrica y úlcera duodenal, en tanto que las cepas s2 

estuvieron asociadas a menor inflamación y preválencia de úlcera. Las cepas con el tipo m 1 

produjeron los niveles más altos de citotoxina vacuolizante y además daño epitelial más 

intenso que las del tipo m2. Aunque cagA se encuentra distante de vacA en el cromosoma de 

H pylori, su presencia esta cercanamente asociada, aunque no invariablemente, con los 

subtipos s 1ays1 b (Atherton y cols., 1997). 

Diversidad genética. H pylori es una de las especies bacterianas más diversas reportadas 

hasta ahora. A esta diversidad contribuyen: mutaciones puntuales; grandes sustituciones -

inserciones o deleciones - que pueden involucrar uno o más genes o segmentos multigenes, 

incluyendo genes de restricción/modificación y al menos una isla de patogenicidad ( cag PAI). 

También se han observado rearreglos cromosómicos, principalmente inversiones de una gran 

variedad de segmentos de DNA que incluyen varias secuencias de inserción y plasmidos. Sin 

embargo el factor más importante de los que contribuyen a la diversidad de H pylori es su 

alta tasa de recombinación intraespecífica. De acuerdo a diversos reportes es la más alta entre 

distintas especies bacterianas entre las que destacan Escherichia coli, Neisseria meningitidis, 

Streptococcus pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae. Esta tasa de recombinación es más alta 

aún que en especies no bacterianas como Drosophila melanogaster (Suerbaum, 1998; 

Achtman, 2001). En general esta diversidad genética puede manifestarse como micro- y 

macro-diversidad. La Micro-diversidad es causada por las mutaciones puntuales dentro de 

genes individuales, que pueden ser silenciosas/sinónimas o no-sinónimas. Mediante 

mutaciones sinónimas puntuales pueden aparecer sitios adicionales o desaparecer algunos 

existentes que pueden ser detectados por algunos métodos que se describen más adelante. El 
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mismo efecto puede producirse cambiando el orden de los genes en el cromosoma lo que 

genera la macro-diversidad de un genoma. Otros eventos que contribuyen a esta macro

diversidad son duplicación y/o transferencia horizontal de genes y recombinación homologa 

que ya fueron mencionados con anterioridad. 

Métodos usados para establecer diversidad genética en H. pylori. Métodos de 

genotipificación como por ejemplo RFLP (restriction fragment length 

polymorphism)(Akopyanz y cols., 1992a), RAPD (random amplified polymorphic DNA) 

(Akopyanz y cols., 1992b; Marshall y cols., 1995), PFGE (pulse field gel electrophoresis) 

(Jiang y cols., 1996) o AFLP (amplification fragment length polymorphism) (Gibson y cols., 

1998) que al principio se usaron únicamente para distinguir entre aislados clínicos y establecer 

la re [ación del genotipo· bacteriano en las distintas presentaciones clínicas de la enfermedad 

por H pylori, o establecer patrones de infección en familias o grupos, o elucidar mecanismos 

de colonización por periodos prolongados de tiempo y enfermedad recurrente, han servido 

además para mostrar la gran diversidad genética que la bacteria presenta, ya que casi siempre 

los patrones entre aislados independientes son distintos entre sí. Además de los métodos antes 

descritos usados para establecer el polimorfismo global del genoma de H pylori se han usado 

otros que han mostrado la diversidad genética de la bacteria, nivel de genes. Uno de los más 

sobresalientes es el de . electroforesis de enzima multilocus que en un estudio en el que se 

analizaron seis genes . que codificaban para enzimas metabólicas "housekeeping" demostró 

que a este nivel la diversidad de H pylori excede la registrada en virtualmente todas las 

especies bacterianas estudiadas por este método (Go y cols., 1996). Otros métodos usados que 

analizan únicamente diferencia en genes específicos son: análisis RFLP (restriction fragment 

length polymorphism) de fragmentos de productos de PCR de genes específicos, como por 
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ejemplo ureC..,R.FLP (PCR ureC-RFLP) (Fujimoto y col~. 1994) y el de PCR tipo-específico, 

basado en el uso de primers que permiten una alta discriminación específica entre variantes 

alélicas, del cual el mejor ejemplo es la genotipificación de distintas cepas para establecer los 

tipos alélicos de vacA o la determ.inación de la presencia del gene cagA (Atherton y cols 

1995; Morales y cols., 1999; Letley y cols., 1999) y por último una variante de este último 

método conocido como PCR-Hibridación reversa (LiPA)(van Doorn y cols., 1998). 

Recientemente los estudios sobre diversidad genética, se han visto poderosamente favorecidos 

por el conocimiento de la secuencia completa del genoma de la bacteria (Tomb y cols., 1997). 

La secuenciación completa del genoma de dos cepas no relacionadas , J99 y 26695 permitió un 

análisis global del genoma de H pylori que confirmó la diversidad genética que los métodos 

previamente descritos habían detectado (Alni y cols., 1999). H py lori J99 fue aislada en los 

Estados Unidos en 1995 de un paciente con ulcera duodenal y fue sujeta a un pequeño número 

de pases antes de ser secuenciada. En contraste H py lori 26695 aislada a principios de los 80's 

en el Reino Unido de un paciente con gastritis de "gravedad desconocida" fue extensivamente 

pasada antes de secuenciarse. El cromosoma de H py lori J99 de 1,643 , 831 pares de bases es 

24, 036 pares de bases más pequeño que el de la cepa 26695. El contenido de G+C de ambas 

cepas es de un 39%. El análisis de la distribución de G+C a lo largo de los cromosomas hizo 

posible identificar 9 y 8 regiones respectivamente con diferente contenido de G+C. La · 

comparación de las secuencias del genoma completo de estas 2 cepas, permitió establecer que 

si bien, el arreglo de genes entre los dos cromosomas es más similar de lo que se había 

predicho, entre 6 y 7% del total del genoma con capacidad para codificar de cada cepa 

presentaron algunas diferencias en organización y presencia de genes que fueron únicos a cada 

cepa. Además el conocimiento de la secuencia completa del genoma de estas 2 cepas 
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contribuyo al desarrollo de "microarreglos" para H pylori, un método mucho más sofisticado 

que los antes descritos, (Salama y cols., 2000), con el cual es posible determinar 

simultáneamente niveles de trascripción y polimorfismos en las secuencias de cada uno de los 

genes que conforman a un organismo (cuando se conoce esta secuencia, como en el caso de H 

pylori). Las ventajas de este método con respecto a los anteriores radica en que al poder 

monitorear la expresión de genes, se puede predecir la función de genes no caracterizados, 

probar las adaptaciones fisiológicas a distintas condiciones ambientales, identificar genes 

asociados a virulencia y probar el efecto de antibióticos y posiblemente con más precisión 

establecer si un paciente esta infectado por más de una cepa. 

Infección mixta. Originalmente se pensaba que las personas se infectaban con una sola cepa. 

Sin embargo algunos de los estudios de tipificación molecular que emplearon métodos como 

los descritos en la sección anterior tanto a nivel de de polimorfismo genómico como de genes 

individuales han mostrado que· un individuo puede estar colonizado simultáneamente con dos 

o más distintas cepas. Uno de los primeros estudios de este tipo empleando UreC-RFLP para 

comparar aislados de H pylori de pacientes antes y después de tratamiento antibiótico 

encontró además que la infección con más de un aislado de H pylori en un mismo individuo 

no es un evento raro (Fujimoto y cols., 1994). Otro estudio de genotipos de H pylori de 

familias lituanas mostró, infección mixta en uno de 13 individuos estudiados y no obstante que 

en este estudio se encontraron cepas resistentes y sensibles a metronidazol en 2 personas, sus 

patrones RAPD fueron idénticos (Chalkauskas y cols., 1998). Respecto a genotipos de genes 

individuales se ha descrito infección con aislados con múltiples genotipos de vacA, sobre todo 

en países en vías de desarrollo (van Doorn y cols., 1998; Morales y cols., 1999 Figuereido y 

cols., 2001) 
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Prácticamente todos los estudios descritos previamente se han enfocado a la existencia de 

infección múltiple en adultos (Akopyanz y cols., 1992; Fujimoto y cols., 1994, Hirsch) y 

cols., 1994; Marshal y cols., 1995; Salama y cols., 1995; Taylor y cols., 1995, van Doorn y 

cols., 1998). Se desconoce que ocurre al respecto en niños . Tampoco se conoce claramente el 

significado y las implicaciones que una infección múltiple tiene en el huésped. 

Inicialmente nuestros obj.etivos fueron estudiar la relación entre los genotipos de vacA y el tipo 

de cagA y enfermedad en adultos Mexicanos y establecer si las tasas de portador de cepas con 

los diferentes alelos de vacA eran diferentes en niños y adultos. Sin embargo fue evidente 

desde los primeros análisis que las biopsias gástricas de pacientes Mexicanos frecuentemente 

contenían más de una cepa de H pylori. Por tal motivo decidimos establecer además, si la 

colonización múltiple se asociaba con la ~dad o con enfermedad. Para facilitar la comprensión 

del trabajo, este estudio se ha dividido en 2 partes. La primera parte esta enfocada al estudio 

de los genotipos de vacA y cagA (microdiversidad) en aislados de niños y adultos así como su 

relación con el tipo de presentación clínica y con colonización múltiple. La segunda parte se 

enfoca principalmente a la confirmación de la existencia de infección mixta en individuos de 

nuestra población por comparación de los genotipos de vacA, cagA , picB (microdiversidad) así 

como de patrones RAPO (macrodiversidad) y características fenotípicas de colonias aisladas 

del estómago de un mismo individuo. 
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PRIMERA PARTE 

OBJETIVOS 

1) Estudiar la relación entre los genotipos de vacA y tipo cagA de H pylori con presentación 

clínica de la enfermedad en pacientes mexicanos 

2) Establecer diferenc~as genotípicas entre cepas aisladas de adultos y de niños. 

3) Establecer si la infección mixta esta asociada con la presentación clínica de la enfermedad y 

con la edad. 

HIPOTESIS 

1) Los genotipos vacA y cagA en adultos serán similares a los reportados en la literatura y los 

genotipos s 1 de vacA y el tipo cagA + serán más frecuentes en adultos con úlcera gástrica y 

duodenal que en niños con dolor abdominal recurrente. 

2) Se encontrarán diferencias genotípicas entre cepas de H pylori aisladas de niños y adultos. 

Por ejemplo serán más frecuentes los tipos sl y cagA+ en adultos que en niños . 

3) La infección mixta estará más asociada a adultos con gastritis y ulcera duodenal que a niños 

con dolor abdominal recurrente. 

MATERIAL Y METODOS 

Pacientes. Se estudiaron 90 pacientes, 56 adultos y 34 niños de los serv1c1os de 

Gastroenterología del Hospital de Especialidades y del Hospital de Pediatría del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI IMSS respectivamente (Tabla 1). Los niños cuya edad promedio 

fue de 11 años (rango de edad 2-16; 53% niñas y 47% niños) gfueron diagnosticados con dolor 
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abdominal recurrente (DAR) y la endoscopia indico ausencia de úlcera. De los 56 pacientes 

adultos, 3 7 tenían úlcera péptica activa (edad promedio 50 años, rango 21-82; 27% sexo 

femenino, 73% masculino, 35 úlcera duodenal y 2 úlcera gástrica) y 19 no presentaban úlcera 

péptica activa o antecedentes de úlcera péptica (edad promedio 43 años, rango 20-78; 32% 

sexo femenino, 68% séXo masculino). En todos los pacientes se había comprobado clínica e 

histológicamente que la gastritis estaba asociada a H pylori. 

Tabla l. Características de los pacientes estudiados. 
Pacientes 

Niños con DAR sin Adultos sin Adultos con 
úlcera (No. =34) úlcera úlcera 

(No.= 19) (No.= 37) 
Edad 11±4 43±8 50±16 
promedio±SD 
Rango (2-16) (20-78) (21-82) 
Hombre/Mujer % 47/53 68/32 73/27 

Procesamiento de las biopsias para cultivo de H pylori. Se tomaron por duplicado biopsias de 

antro y cuerpo. Las biopsias transportadas al laboratorio a 4ºC en viales conteniendo 300µ1 de 

solución salina estéril fueron procesadas en un lapso no mayor a 2 horas. Las biopsias fueron 

maceradas a uniformidad con homogeneizadores y 50µ1 de los homogenizados se sembraron 

en placas de agar soya tripticasa con 7.5% de sangre de camero con y sin antibiótico que se 

incubaron hasta por 1 O días a 3 7ºC en una atmósfera de 10% de C02 . Los cultivos con 

morfología colonial característica de H pylori se confirmaron por apariencia microscópica 

típica con tinción de Gram y por pruebas bioquímicas de ureasa, catalasa y oxidasa, a las que 

H pylori es positivo. 
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Para los cultivos de biopsias de los 90 pacientes, se tomó un barrido de múltiples colonias 

(pool), el cual fue suspendido en solución salina para posteriormente extraer DNA. 

Extracción de DNA. .La extracción de DNA se realizo por el método modificado de GES 

(Atherton, 1996). (Tiocianato de guanidina 5 M, EDTA 0.1 M, Sarkocil 0.5%), el cual 

consistió en suspender el crecimiento de H pylori de un cuarto de placa en 1 ml de solución 

salina al 0.9%, centrifugando a máxima velocidad en una microcentrífuga para obtener el 

paquete bacteriano que una vez resuspendidó en 100µ1 de buffer TE (Tris 1 O mM pH 8, EDTA 

1 mM pH 8) se liso agregando 500µ1 de GES incubando posteriormente a temperatura 

ambiente por 5 min, después de lo cual se adicionaron 250 µl de acetato de amonio 7.5 M frió 

( 4ºC) e incubó nuevamente en hielo por 5 min. Después de lo anterior se agregaron 750 µl de 

cloroformo centrifugando a máxima velocidad la mezcla por 5 min para recuperar la fase 

acuosa y precipitar el DNA agregando y mezclando 0.54 vol de isopropanol. El paquete 

obtenido después de una nueva centrifugación a máxima velocidad por 1 min se lavo 2 veces 

con etanol al 70%. Una vez seco el DNA se resuspendió en 100 µl de buffer TE y cuando no 

se usó inmediatamente para el PCR se congeló a -20ºC para su posterior uso. 

Métodos para determinar microdiversidad 

PCR para tipificar vacA y detectar cagA. Se realizó PCR a DNA extraído de la bacteria 

usando juegos de primers específicos de las distintas regiones descritas previamente para el 

gene vacA consistentes en tres diferentes familias de secuencias de señal s 1 a, s 1 b, s2 y dos 

diferentes familias de alelos de la región media ml y m2 (Tabla 2) (Atherton y cols., 1995; 

Atherton 1996; Atherton y cols., 1999). Las condiciones en el termociclador fueron fijadas, 

en el caso de los primers para tipificar vacA , a 95°C por 1 min, 52°C por l min 72°C por l min 
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para un total de 35 ciclos (Atherton y cols., 1995; Atherton 1996). Las mismas condiciones 

se aplicaron para los 2 pares de primers para detectar cagA con excepción del alineamiento que 

se fijó a 55°C. (Atherton y cols., 1995; Atherton 1996). Cabe mencionar que las secuencias 

de ambos juegos de primers de cagA se localizan en las posiciones 156-505 y 570-905 · 

respectivamente de la región amino terminal. Para la detección de los productos de 

amplificación como previamente se ha descrito se realizó electroforesis en geles de agarosa al 

2% a 1 OOV y se visualizaron con luz ultravioleta después de ser teñidos con bromuro de etidio 

(Atherton 1996). En la Tabla 2 puede verse además el tamaño de los productos. 

Tabla 2. Primers usados para la tipificación de vacA y cagA 

*Gene y región 
tipificada, nombre 

del primer 
Región media de 
vacA 
ml 
ªVA3-F 
ªVA3-R 
m2 
ªVA4-F 
ªVA4-R 
Región secuencia 
señal de vacA 
sla 
ª*SSl-F 
slb 
ª*SS3-F 
s2 
ª*SS2-F 
ªVAl-R 

cagA 
cagA+ 
ªFl 
ªBl 
bB7628 

Secuencia del primer 

5'GGTCAAAATGCGGTCATGG3' 
5'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3 

5'GGAGCCCCAGGAAACA TTG3' 
5'CATAACTAGCGCCTTGCAC3' 

5'GTCAGCATCACACCGCAAC3' 

5' AGCGCCATACCGCAAGAG3' 

5'GCTAACACGCCAAATGATCC3' 
5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3' 

S'GAT AACAGGCAAGCTTTTGAGG3' 
S'CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA3 
5'AAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAA3' 
5' ACACAGAAGACAGAGCGTT ATT3' 

Tamaño del 
producto en pares 

de bases pb 

290 

352 

190 

187 

199 

349 

335 

•usados con el primer V Al-R. ªAtherton y cols., 1995; 6González-Valencia y cols., 2000 

16 



Como controles para genotipificación de cagA y vacA se utilizaron cepas tipo de H pylori, 

cuyos probables factores de virulencia han sido previament.e determinados: las cepas 88-23 y 

84-183 cuyos genotipos son slamllcagA+ y slbml/cagA+ respectivamente y las cepas 88-22 

y 86313 cuyos genotipos son en ambas s2m2/cagA-. 

Análisis estadístico. Para esta primera parte del trabajo se utilizó chi cuadrada con corrección 

de continuidad de Yates para buscar la posible asociación de los alelos de vacA o tipos cagA 

en los aislados de H pylori de los tres grupos de pacientes y entonces para pares donde se 

encontraran resultados significativos. También para esta parte del trabajo se utilizo la prueba 

de U de Mann-Whitney para comparar entre aislados de niños y adultos con tipos vacAs 

simples o múltiples dentro de un grupo. 

RESULTADOS 

Frecuencia de infección múltiple . Todos los DNAs de los aislados múltiples de H pylori 

genotipificados para vacA por PCR amplificaron ~ 1 productos del gene, confimiando la 

presencia de al menos alguno de los alelos de vacA en todas las muestras. En algunas 

muestras, se encontró más de un tipo de alelo tanto de la región de la secuencia señal como 

de la región media, indicando la presencia de múltiples cepas o subpoblaciones de estas, en 

muestras individuales de biopsias. Posiblemente el hallazgo más notable fue, que tal infección 

se encontró en 37 de 39 de los adultos con úlcera péptica (en 33 de 35 con úlcera duodenal y 

en los dos casos de úlcera gástrica; (Tabla3). Además, el análisis estadístic~ mostró que las 

infecciones con H pylori con tipos múltiples de vacA fueron significativamente más 
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frecuentes en adultos con úlcera péptica (95%), que en adultos sin úlcera (37%; P<0.001) o 

niños con dolor abdominal recurrente pero sin úlceras (52%; P<O.O 1; Tabla 3). 

Tabla 3. Frecuencia de infección con múltiples cepas de Helicobacter pylori en niños y 
adultos definido por la detección de 2::2 alelos de vacA de diferentes tipo de región media 
o de secuencia señal en cultivos de biopsias gástricas. · 

Región de vacA con 
2::2 tipos alélicos 
encontrados 

Secuencia señal 
Media 
Cualquiera 

Pacientes con múltiples tipos de vacA 
Niños con dolor Adultos sin ulcera Adultos con ulcera 
abdominal péptica péptica 
recurrente sin ulcera 
péptica 
(n= 34) 
No.(%) 

12(35)3 
16 (47)c 
18 (52)ª 

(n= 19) 
No.(%) 

5 (26)b 
4 (21 )b 
7 (3 7)b 

(n= 37) 
No.(%) 

28 (76)ª'b 
25 (68)b,c 
35 (95)3,b 

ªP<0.01 Niños vs. Adultos con ulcera péptica 
b P<0.001 Adultos sin ulcera péptica vs . Adultos con ulcera péptica 
cP<0.05 Niños vs. Adultos con ulcera péptica 

También se determinó si había alguna asociación entre la presencia de múltiples tipos vacA 

("infección múltiple") y la edad. No se encontró diferencia estadísticamente significativa en la 

frecuencia con la que se identificaron aislados con múltiples tipos de vacA entre adultos sin 

úlceras (37%) y niños con dolor abdominal recurrente (52%; P=0.2) . Asimismo no se 

encontró asociación estadísticamente significativa entre múltiples tipos de vacA y edad en 

ninguno de los 2 siguientes grupos: niños (mediana de edad para infección con aislados con un 

solo tipo de vacA, 11 años; mediana de edad para infección con aislados con múltiples tipos de 

vacA, 11 años) y adultos sin úlcera (mediana de edad para infección con aislados con un solo 

tipo de vacA, 34 años; mediana de edad para infección con aislados con múltiples tipos de 

vacA, 43 años). 
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Frecuencia de alelos s y m en grupos con diferente enfermedad. La frecuencia de diferentes 

tipos alélicos de vacA en los 3 grupos de pacientes se muestra en la Tabla 4. Los alelos de 

vacA de tipo s 1 a se encontraron menos frecuentemente (11-19%) que los alelos de los tipos 

sl b (47-92%) o s2 (32-78%) en los 3 grupos de pacientes estudiados. De los alelos de la región 

de la secuencia señal de vacA, los del tipo s 1 b fueron más frecuentes en los aislados de H 

pylori de ambos grupos de adultos, un 72% de los que presentaron gastritis sin úlcera y un 

92% de los que presentaron úlcera peptica. En contraste, los aislados de H pylori de niños 

presentaron una frecuencia del 4 7% de este alelo. Esta diferencia fue estadísticamente 

significativa cuando se compararon los resultados de los aislados de H pylori de niños con los 

de los dos grupos de adultos (P< 0.01). 

Los alelos de los tipos s2 y m2 fueron encontrados significativamente menos frecuentemente 

(P< O.O 1) en aislados de H pylori de adultos sin úlcera (32 y 21 % respectivamente) que en los 

aislados de H pylori de niños (62 y 65% respectivamente) o de adultos con úlcera duodenal 

(78 y 78.4% respectivamente). Aunque en los 2 últimos grupos, colonias s2m2 fueron 

encontrados comúnmente asociados a los alelos s 1 b y m 1. Los genotipos de las infecciones 

con H pylori con genotipo único en los 2 pacientes con úlcera péptica (úlcera duodenal) 

fueron sla/ml y s 1 bml. 
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Tabla 4. Frecuencia de los diferentes tipos de vacA de región de secuencia señal y media 
en Helicobacter pylori de cultivos de biopsia gástrica de niños y adultos Mexicanos 

Cultivos de biopsia gástrica positivos para el alelo 
Niños con dolor Adultos sin úlcera Adultos con úlcera 

Tipo alélico de vacA abdominal recurrente péptica péptica 

Región. de la 
secuencia señal 
slaª 
sl b 
s2 
No tipi.ficable para la 
región de la 
secuencia señal 
Región media 

ml 
m2 
No tipificable para la 
región de la señal 

sin úlcera péptica 
(n= 34) 
No. (%) 

4 (12) 
16 (47)b 
21 (62) 

6 (18) 

27 (79) 
22 (18) 

(n= 19) 
No. (%) 

2 (11) 
15 (79) 
6 (32t 

o 

19 (100) 
4 (2 l)d 

(n= 37) 
No.(%) 

7 (19) 
34 (92) 
29 (78)c 

o 

31 (84) 
29 (78) 

mediae 1 (3) O 2 (5) 

ªP <0.01 cuando se comparo con slb y s2 en los 3 grupos de pacientes. 
b P <0.01 para niños vs. ambos grupos de adultos . 
cP<O.Ol para adultos sin ulcera vs. adultos con úlcera. 
ct P<O.O 1 para adultos sin úlcera vs . niños sin ulcera y adultos con úlcera. 
El aislado no tipificable para m 1 o m2 fue tipificable para la región de la secuencia señal de 
vacA. 

Detección de cagA en grupos con diferente enfermedad. En la Tabla 5 se presenta la 

frecuencia de infección con aislados de H pylori cagA +, detectada con dos juegos distintos de 

primers. De los resultados combinados con ambos juegos de primers, la frecuencia de los 

cultivos cagA + fue significativamente (P<O.O 1) más baja en niños ( 4 7%) que en cualquiera de 

los de los grupos de adultos sin y con úlcera peptica (90 y 81 % respectivamente) . En esta 

población, en general, el juego de primers 87628-87629 fue más sensible para detectar cagA 

que el juego de primers Fl-81. Sin embargo el juego primers Fl-81 dio resultados 
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interesante_s, ya que identificó eficientemente aislados cagA en adultos sin úlceras (100% de 

los aislados cagA+ con cualquiera de los dos juegos de primers fueron positivos con Fl-Bl) 

pero pobremente en aislados de adultos con úlceras pépticas (solo 30% de los aislados cagA + 

con cualquiera de los dos juegos de primers fueron positivos con el juego Fl-B 1; P< 0.01). 

Tabla 5. Frecuencia de infección con cepas cagA+ en niños y adultos Mexicanos 
determinado por PCR con 2 juegos diferentes de primers. 

· Cultivos de biopsia gástrica positivos para el alelo 
Juego de primers de Niños con dolor Adultos sin úlcera Adultos con ulcera 
cagA ·· abdominal recurrente péptica péptica 

sin úlcera péptica 
. (n= 34) 

No. (%) 
(n= 19) 
No. (%) 

Fl -Bl 8 (24) 17 (90) 
B7628-B7629 15 (44) 14 (74) 
Cualquiera . · 16 ( 4 7t 17 (90) 

ªP <0.01 para niños vs . ambos grupos de adultos. 
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No. (%) 

9 (24) 
29 (78) 
30 (81) 



SEGUNDA PARTE. 

OBJETIVOS 

1) Documentar infección mixta por genotipicación y fenotipificación de clonas de H pylori 

aisladas de diferentes regiones del estómago de un mismo paciente con enfermedad ulcero 

péptica. 

2) Confirmar la infección mixta en adultos con enfermedad ulcero péptica mediante la 

caracterización de macrodiversidad mediante determinación de patrones RAPD de los aislados 

de H pylori de distintas regiones del estómago. 

HIPOTESIS 

1) Los diversos genotipos de vacA y cagA y fenotipos Lewis y de sensibilidad a antibióticos 

de las clonas H pylori aisladas de un mismo estómago de adultos con enfermedad ulceró

péptica documentaran la existencia de infección mixta. 

2) Se confirmara la infección mixta mediante la determinación de macrodiversidad por 

patrones RAPD en los aislados de H pylori de distintas regiones del estomago de adultos con 

enfermedad ulcero-péptica. 

MATERIAL Y METODOS 

*Pacientes. Se estudiaron 8 pacientes adultos (Tabla 6) cuya edad promedio fue de 58 años 

(rango 28-71, 5 sexo masculino, 3 sexo femenino). Todos, excepto uno (dispepsia no ulcerosa) 

presentaron úlcera, 3 úlcera gástrica y 4 úlcera duodenal. 
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Procesamiento de las· biopsias para cultivo de H pylori. A los 8 pacientes se les tomaron por 

duplicado biopsias gástricas de antro, cuerpo, fondo e incisura. Las biopsias se transportaron y 

procesaron como se describió para la primera parte del trabajo. Después del cultivo de las 

biopsias de las 4 regio_iies del estómago de los 8 pacientes, se seleccionaron además del pool, 

7 colonias del cultivo primario; cuando no fue posible hacer el subcultivo de los 

homogenizados de las biopsias de cada una de las regiones estudiadas, que una vez propagadas 

se suspendieron en solución salina para posterior extracción de DNA. La edad promedio fue de 

58 años (rango 28-71, 5 sexo masculino, 3 sexo femenino). Todos excepto uno, dispepsia no 

ulcerosa, presentaron ulcera, 3 úlcera gástrica y 4 úlcera duodenal (Tabla 6). 

•grupo seleccionado al azar basado en que al grupo del protocolo del estudio original pudieran tomárseles muestras de biopsias de 4 reg iones 

del estómago y que además lograran obtenerse cultivos de esas misma regiones. 

Tabla 6. Características de los 8 pacientes estudiados en la segunda parte 
No. Paciente Presentación clínica Edad Sexo 

l 248 Úlcera gástrica 62 M 
2 249 Úlcer~ duodenal 71 M 
3 251 Úlcera duodenal 88 M 
4 252 Úlcera gástrica 48 F 
5 254 Dispepsia no ulcerosa 3 8 F 
6 256 Úlcera duodenal 59 F 
7 259 Úlcera duodenal 28 M 
8 261 Úlcera gástrica 68 M 

Abreviaciones. M Masculino; F Femenino 

Extracción de DNA. La extracción de DNA se reatizó como en la primera parte, la única 

diferencia fue que la concentración de DNA se ajustó a -20 pMol para la determinación del 

RAPD-PCR. 

Caracterización genotípica. Se estudiaron un total de 226 DNAs de colonias de H pylori, en 

promedio 28 por paciente, 7 por cada región. La genotipificación de reg10nes de genes 
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individuales (vacA, cagA, picB) sirvió para establecer la microdiversidad de las colonias 

aisladas. En tanto que el RAPD-PCR sirvió para determinar el polimorfismo a nivel genómico 

(macrodiversidad). La determinación de genotipos en colonias, así como el que se estudiaran 

4 regiones del estómago de cada paciente sirvió para establecer la colonización simultanea por 

"variantes genotípicas" de H pylori (¿cuasiespecies?) vs múltiples cepas en un mismo 

huésped. 

Microdiversidad 

PCR para tipificar vacA con primers conservados y detectar cagA, picB y cag P AI . Para la 

segunda parte del trabajo se uso una variante de la estrategia para la genotipificación de vacA 

ya que se utilizaron primers conservados. Con esto;; primers, basados en el tamaño del 

producto, se determinaron los tipos alélicos "s" s l /s2 o "m" m l/m2. (Tabla 7). Las 

condiciones del termociclador cuando se usaron estos primers fueron como se indica: 

Desnaturalización inicial de 94ºC por 1.5 min, 35 ciclos de 94ºC 0.5 min; 56ºC lmin y 72ºC 

1.5 min; y una amplificación final de 72 ºC por 5 min. Para la determinación del tipo cagA se 

usaron los primers F 1 y B 1 (Tabla 2) y las condiciones del termociclador fueron fijadas como 

se describió en la primera parte. Para esta segunda parte se determinaron además el tipo picB 

y la presencia de cag P Al. El gene picB es un marcador indirecto tanto de la presencia del 

gene cagA como de cag P Al y en el caso de esta última es un marcador directo de la 

presencia de cagA ya que su ausencia indicaría a su vez la ausencia de cagA. Los primers 

utilizados así como los tamaños de los productos para la determinación de la presencia de 

picB y de cag PAI pueden apreciarse en la Tabla 7. Las condiciones del termociclador para 
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picB fueron 35 ciclos a 94ºC 1 min; 52ºC lmin y 72ºC 1 min, en tanto que para cag PAI 

fueron desnaturalización de 5 mina 94ºC y 35 ciclos a 94ºC 1 min; 57ºC lmin y 72ºC 1 min. 

Como controles para la. genotipificación de estos genes y de cag P AI se utilizaron básicamente 

los mismos DNAs de las cepas control descritas en la primera parte del trabajo. Los genotipos 

en este caso son como a continuación se describe: las cepas 88-23 y 84-183 genotipos 

slaml/cagA+lpicB+lcag PAt y slbml/cagA+lpicB+I cag PAt respectivamente y las cepas 

88-22 y 86313 cuyos genotipos son en ambas s2m2/cagA-lpicB-I cag PAr. La detección de 

los productos de amplificación se realizo como previamente se ha descrito por electroforesis 

en geles de agarosa al 2% a 1 OOV 

Tabla 7. Primers usados para la tipificación de vacA (conservados), cagPAI y picB 

Gene y región tipificada, 
nombre del primer 

Región media de vacA · 
Ml/m2ª 
VAG-F 
VAG-R 
Región de la secuenci~ señal 
sl/s2 
VAl-F 

VAl-R 
cagP Al negativo 
cagPAI 
2 

25 
picB 
picB 101 

picB 102 

Secuencia del primer Tamaño del 
producto en 

pares de bases 
b 

5'CAA TCT GTC CAA TCA AGC GAG3' 570/645 
5'GCG TCA AAA TAA TTC CAA GG3' 

5'ATG GAA ATA CAA CAA ACA 259/286ª 
CAC3' 
S'CTG CTT GAA TGC GCC AAAC3' 

5' ACA TTT TGG CT A AA T AAA CGC 360 
TG3' 
S'TCA TGC GAG CGG CGA TGT G3 

5'TTG AAA ACT TCA AGG ATA GGA 508 
TAGAGC3' 
5'GCC T AG CGT AA T A TC ACC A TT 
ACC C3' 

ªLos tipos vacA slls2 y ml/m2 se distinguen en base a diferencias en tamaño de los productos 
del PCR. 
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Macrodiversidad 

RAPD fingerprinting. Para el estudio complementario, se realizó RAPD-PCR a los DNAs de 

los aislados de H pylori (pools y colonias) de las 4 regiones del estómago, con cuatro 

diferentes primers : 1281, 1254 (10 nucleótidos de longitud) y D14307 (20 nucleótidos de 

longitud) y D 11344 (23 nucleótidos de longitud) todos ellos previamente descritos (Akopianz 

y cols., 1992b) (Tabla 8), como se describe a continuación. Se prepararon 25 µl de una mezcla 

de reacción que contenía 20 ng de DNA, 3 mM de MgCl, 20 pmoles de primer, una unidad de 

Taq polimerasa, 250 µM de cada dNTP. Las condiciones de PCR variaron de acuerdo a la 

longitud el primer como se indica; cuando se usaron primers de 1 O nucleótidos de longitud se 

realizaron 4 ciclos de 94 ºC, 5 min; 36 ºC 5 min y 72 ºC 5 min, 30 ciclos de 94 ºC, 1 min; 36 ºC 

1 min y 72 ºC 2 min y una amplificación final de 72 ºC por 1 O min. con los primers de 20 o 

más nucleótidos las condiciones fueron como se indica; 4 ciclos de 94 ºC, 5 min; 40 ºC 5 min 

y 72 ºC 5 min- amplificación de baja astringencia, 30 ciclos de 94 ºC, 1 min; 55 ºC 1 min y 72 

ºC 2 min-amplificación de alta astringencia y amplificación final de 72 ºC por 1 O min. Los 

productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2.5% y en todos los casos se 

utilizó como marcador de tamaño molecular DNA Ladder de l kb (Gibco, BRL) en el primero 

y en el último carril). El análisis automatizado de similitud o diferencia de los patrones 

electroforeticos se realizó con el software gene tools de syngene UK. 

Tabla 8. Primers usados para el análisis de RAPD 
RAPD Primers %G+C Longitud 

1254 
1281 
D 11344 

Dl4307 

70 
60 
52 

55 
*nt número de nucleótidos 

(nt*) 
10 
10 
23 

20 

Secuencia 

CCGCAGCCAA 
AAC GCG CA.A.. C 
AGT GAA TTC GCG GTG AGA TGC 
CA 
GGT TGG GTG AGA ATT OCA CG 
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Características fenotípicas 

Pruebas de sensibilidad. Esta determinación solo se realizo para la segunda parte del trabajo. 

Se determino la sensibilidad a amoxicilina, claritromicina y metronidazol a los pools de los 

aislados de biopsias de las 4 regiones del estómago por la prueba de E-test como previamente 

se ha descrito (Glupczynski y cols., 1991). Se preparó una suspensión bacteriana en solución 

salina con una turbidez equivalente al 0.5 del nefelómetro de McFarland la cual fue inoculada 

a uniformidad con un hisopo en la superficie de una placa de agar soya tripticasa con 7.5% de 

sangre de carnero sin antibiótico a la que se le coloco enseguida la tira E-test del antibiótico a 

probar. La incubación se llevo a cabo como previamente se ha descrito hasta por 5 días. La 

concentración mínima inhibitoria (MIC) fue definida por el punto de intersección de la zona 

inhibitoria con la tira de antibiótico. Para confirmar los resultados cada cepa se probó al menos 

2 veces. Los valores de corte para susceptibilidad fueron de 8 µg/ml para metronidazol, 

4µg/ml para amoxicilina y 2µg/ml para claritromicina (Glupczynski y cols., 1991). 

Antígenos Lewis. Como en el caso anterior esta determinación se realizó solamente en la 

segunda parte del trabajo. Se utilizo un método inmunoenzimatico (ELISA) previamente 

descrito (Muñoz y cols., 2001). El método consistió en sensibilizar toda la noche placas de 

microdilución de 96 pozos con células completas de H. pylori como antígeno (1 µg por pozo). 

Se agregaron entonces anticuerpos monoclonales (Signet Laboratorios) anti-Lewisx (1: 1000) 

y anti-LewisY (1: 2000) y se incubaron 1 h. Después se agrego IgM de cabra anti-ratón 

conjugado con fosfátasa alcalina y se revelo la reacción con P-nitrofenilfosfato (0 .5%). Como 

controles se utilizaron dos cepas de H pylori cuya composición química de Le ha sido ya 

reportada (Monteiroy cols., 2000). La cepa MO 19 es Ley positiva, Lex negativa y la cepa J99 

es Lex positiva (niveles altos), LeY positiva (niveles bajos). Como control negativo se incluyo a 
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la cepa de Escherichia coli Hb 1 O l. Los resultados fueron expresados en unidades de densidad 

optica (UDO) como se ha hecho previamente (Wirth., 1997). Valores mayores de 100 UDOs 

fueron considerados positivos. 

RESULTADOS 

Genotipificación de colonias aisladas de cuatro regiones del estómago. 

En 3 de los 8 pacientes (pacientes 248, 256, 261) se encontró que todas colonias de H pylori 

de todas las regiones del estómago presentaron el genotipo vacA s 1m1 . En otros 3 pacientes 

(251, 252 y 254), todas las colonias de H pylori de todas las regiones del estómago 

presentaron el genotipo vacA s2m2 (Tabla 9). 

Solamente 2 de los pacientes (249 y 259) presentaron colonias de H pylori con más de un 

genotipo de vacA en al menos una región del estómago. El paciente 249 presento colonias de 

H pylori en 3 de las regiones del estómago (cuerpo, fondo e incisura) con un único genotipo 

de vacA slm2 y únicamente en antro se encontraron colonias de H pylori con 2 genotipos de 

vacA slml y slm2. En el caso del paciente 259 todas las colonias de antro presentaron un 

único genotipo de vacA s 1m1 ; en el resto de las regiones del estomago de este paciente se 

presentaron colonias de H pylori con dos genotipos de vacA slml y s2m2 (Tabla 9). 

En relación con el tipo cagA, empleando los primers F 1 y B 1, que se usaron también para los 

aislados múltiples, se detecto infección simultánea con colonias cagA + y cagk solo en el 

paciente 259, y esto ocurrió además en 3 de las 4 regiones del estómago. En los otros 7 

pacientes todas las colonias de todas las regiones del estomago fueron o cagA+ (pacientes -

248, 249, 256 y 261-) o bien cagA- (pacientes -251, 252, 254-) (Tabla 9). 
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En cuanto a los patrones RAPD empleando 4 primers diferentes (Tabla 8), el análisis de todas 

las colonias aisladas de antro, cuerpo, fondo e incisura de los 8 pacientes, detecto colonias con 

patrones RAPD claramente diferentes solamente del paciente 259 . Lo cual de acuerdo a este 

método de genotipificación sugeriría infección por una sola cepa en cada uno de los otros 7 

pacientes estudiados. Las colonias del paciente 259 presentaron 2 patrones diferentes RAPD 

(Fig. 1, Tabla 9) designados "a" "b". El patrón "a" se encontró en colonias aisladas de las 4 

regiones del estómago y el patrón "b" se encontró en 3 de las 4 regiones, cuerpo, fondo e 

incisura. De acuerdo a ~ste método este paciente estaría colonizado con múltiples cepas. 
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Tabla 9. Genotipificación de colonias de H. pylori aisladas de biopsias gástricas de 4 
regiones del estómago de 8 pacientes con enfermedad ulcero peptíca. 

Paciente Presentación Región Genotipo cagA picB cagPAI RAPD 
clínica del vacA 

estómago 
248 GU Todas slml cagA+ picB+ + a 

249 DU Antro slml cagA+ picB+ + a 
slm2 cagA + picB+ + 

Cuerpo slm2 cagA+ picB+ + a 
Fondo slm2 cagA+ picB+ + a 
Incisura slm2 cagA+ picB+ + a 

251 DU Todas s2m2 cagA- picff a 

252 GU Todas s2m2 cagA- picff a 

254 NUD Todas s2m2 cagA- picB- a 

256 DU Todas slml cagA+ picB+ + a 

259 DU Antro slml cagA+ picB+ + a 
Cuerpo slml cagA+ picB+ + a 

s2m2 cagA- picB- b 
Fondo slml éaaA+ 

. b 
picB+ + a 

s2m2 cagA- picB- b 
Incisura slml + picB+ cagA + a 

s2m2 cagA- picB- b 

261 GU Todas slml ca~A+ picB+ + a 

Abreviaciones. UD ulcera duodenal. UG ulcera gástrica, DNU dispepsia no ulcerosa. RAPD 
patrones RAPO. 

De los 7 pacientes cuyos aislados presentaron un mismo patrón RAPO, 3 (248, 249 y 256) 

estuvieron colonizados exclusivamente con cepas cagA y picB positivas (Tabla 9), y de estos 

3 solamente las colonias de H. pylori del paciente 249 presentaron más de un genotipo de vacA 

(Tabla 10). Este paciente presentó colonias con 2 combinaciones de alelos de vacA (slml, sl 

m2) únicamente en antro ya que el resto de las colonias de las otras 3 regiones fueron s 1 m2 y 

todas las colonias de los pacientes 248 y 256 fueron slml (Tabla 10). 
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Tabla 1¡0. Pacientes donde todos los aislados fueron cagA y picB positivos y presentaron 
el mismo patrón RAPD 
Paciente Región vacA (No.)* 
248 Todas s lml (29) 

249 antro slml (5), slm2 (2) 
cuerpo slm2 (7) 
fondo s lm2 (7) 
mc1sura slm2 (7) 

256 Todas slml (28) 

*No. de colonias con el genotipo 

Otros 3 pacientes, 251, 252 y 254 estuvieron colonizados con cepas de H pylori que 

presentaron un solo patrón RAPD y todas las colonias de estos casos mostraron una 

combinación única de alelos de la región de la secuencia señal y región media s2m2 y todas las 

colonias de todas las regiones del estómago fueron negativas para cagA, picB y cag PAL 

(Tabla 9) . 

Como se menciono con anterioridad las colonias de H pylori del paciente 259 fueron las 

únicas de las de los 8 pacientes estudiados que presentaron 2 distintos patrones RAPD con 

cada uno de los 4 primers usados. En la figura 1 se muestran los 2 patrones obtenidos usando 

los primers 1254 y 1281. Las colonias de H pylori de este paciente presentaron además 

distintos genotipos de vacA y distintos tipos cagA y picB. (Tabla 11). Todas las colonias con 

patrón RAPD "a;', presentes en todas las regiones del estómago de este paciente presentaron 

el genotipo vacA s l m 1 y tipo cagA + pero algunas de ellas difirieron en los tipos picB, 

particularmente 2, 4 ,4 y 6 colonias de antro , cuerpo, fondo e incisura respectivamente, fueron 

picB -. Concordantemente todas las colonias con patrón "b" fueron s2m2 y presentaron los 

tipos cagA-y picB-. En todas ellas se confirmo además, la ausencia de cag PAI (Tabla 11). 
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A 

primer -1254 píiilJer 1281 

. A A. e;: e F F 1 1 iégiiín dél eStomago. A A' '.-~: e: F f 1 r 

1 - ~:: 1 4 5 6 ·7 8 1~b 
. . ··': colonias . 

1. t J •t .s s· 1 a' 1 kb 
colonias·· 

a a b a · a b a b patrón RAPO a · a b ' a ·a b a· b patró.n RAPO 

padente-259 

Figura 1. Patrones RAPO representativos (minusculas a y b) de colonias de H. pylori 
del paciente 259 aisladas de 4 regiones del estomago (A antro. C cuerpo, F fondo. 1 

incisura) determinados con los primers 1254 y 1281 . 

La ausencia de cag PAI en las colonias cagA y picB negativas fue confirmada por PCR para 

cag PAL Un total de 94 ( 42%) de las colonias no presentaron cag PAI (de los pacientes ?51, 

252, 254 y 259), 125 (55%) de las colonias presentaron PAI (de los pacientes ~48, 249, 256 

y 261) (Datos no mostrados). 

Tabla 11. Paciente 259 donde los aislados presentaron diferente patrón RAPD y tipos 
vacA, cagA, picB y cag PAI 

Región RAPD vacA cagA picB cag PAi No.* 
antro a slml + + + 7 

cuerpo a - slml + 
,, 
.) + + 

b s2m2 4 
fondo a slml + + + 

,, 
.) 

b s2m2 4 
mc1sura a slml + + + 5 

b s2m2 2 
*No de colonias con el genotipo. 
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Caracterización fenotípica. En cuanto a las características fenotípicas la frecuencia de los 

fenotipos Lewis fue Le->LeY>Lexy>Lex 38, 27, 26 y 8% respectivamente. Todos los pacientes 

estuvieron colonizados por H pylori con distintos fenotipos Lewis, 5 con 3 fenotipos Lewis 

distintos y 3 con 4 fenotipos Lewis distintos. No obstante lo anterior en general predominaron 

uno o dos de los fenotipos, presentándose casi siempre en las cuatro regiones del estómago 

estudiadas con una frecuencia muy siml.lar. En relación con P Al de las 19 colonias que 

presentaron el fenotipo Lex solamente 4 presentaron P Al, de las 62 colonias que presentaron el 

fenotipo LeY 44 presentaron PAI, de las 60 que presentaron el fenotipo Lexy 45 presentaron 

PAI y de las 85 que presentaron el fenotipo Le- únicamente 2 tuvieron PAI (Datos no 

mostrados). 

En cuanto a la susceptibilidad a antibióticos, los aislados de H pylori (pools) de 6 de los 

pacientes presentaron susceptibilidad mixta a al menos uno (5 de 6) de los tres antibióticos 

utilizados. Los aislados de H py!ori de los otros 2 pacientes, 254 y 261, fueron sensibles y/o 

resistentes a alguno de los antibióticos probados (Tabla antibióticos). Los aislados de H py!ori 

del paciente 259 que presentaron diferentes tipos vacA , cagA+lcagA- simultáneamente y 

distintos patrones de RAPD presentaron susceptibilidad mixta únicamente a un antibiótico 

(metronidazol) (Tabla 12). En la misma tabla se resumen las características genotípicas y 

fenotípicas de los aislados de H pylori 
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Tabla 12. Frecuencia de Tipos Lewis en antro, cuerpo, fondo e incisura de 8 pacientes 
con enfermedad ulcero EeEtica 
Paciente Presentación No. de No. de No. de No de Resistencia 

clínica patrones genotipos tipos tipos mixta 1-3 
de de 2vacA 3cagA 4Lewis 5 anti biotico 
1RAPD s 

248 Úlcera 1 3 
,., 
.) 

gástrica 
249 Úlcera 1 2 3 3 

duodenal 
251 Úlcera 1 

,., 
3 .) 

duodenal 
252 Úlcera 1 

,., 
3 .) 

duodenal 
254 Dispepsia 1 1 

,., ,., 
.) .) 

no ulcerosa 
256 Úlcera 1 1 4 4 

duodenal 
259 Úlcera 2 2 2 4 4 

duodenal 
261 Úlcera 4 4 

gástrica 

Esta tabla analiza globalmente, los aislados de 4 regiones del estómago. 1Detectado con 4 
primers diferentes; los números representan el número de patrones RAPD para las cuatro 
regiones del estómago establecido con 4 primers. 2 Establecido por la combinación de los 
alelos "s" y "m" de vacA . 3 detectado con primers Fl/Bl (ver tabla 2). 4Se consideraron 4 
tipos Lewis: Le\ Ley , Lexly y Le-. 5Los valores muestran resistencia mixta de 1 a 3 de los 
antibióticos usados (amoxicilina, claritromicina,, y metronidazol . 

DISCUSIÓN 

De la primera parte de este trabajo los hallazgos centrales fueron 1) que la infección con más 

de una cepa de H pylori (definida por diferentes tipos vacA) es muy común en México, 2) que 

tales infecciones son asociadas más comúnmente con úlcera péptica que las infecciones por 

una sola cepa y 3) que los adultos y los niños de la misma comunidad portan poblaciones de 

cepas con diferentes características. El hallazgo de que la infección con múltiples tipos de 

vacA es más común en México que lo que se ha reportado en países desarrollados (Prewett, 
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1992; Fujimoto, 1994; Hirschl y cols., 1994; Jorgensen, 1996; van Doorn y cols., 1998) 

confirma y extiende lo encontrado en un estudio previo con pacientes de un Hospital de alta 

especialidad de la ciudad de México, que mostró que 18 de 20 pacientes tenían cepas con 

múltiples tipos de vacA (Morales y cols , 1999). En ese estudio, se aislaron colonias del 

"barrido" original de la placa de cultivo y como se esperaba cada uno de estos presento un solo 

tipo vacA. Esto confirmo que el aislado original contenía diferentes cepas y no una sola cepa 

de la cual vacA pudiera ser amplificado por el uso de varios diferentes juegos de primers. 

El estudio previo de México fue demasiado pequeño (20 pacientes) para examinar 

asociaciones con enfermedad y estudios más grandes no han identificado suficiente pacientes 

infectados con cepas de H pylori con múltiples tipos vacA como para examinar dicha 

asociación (Morales y cols., 1999). Por tanto la asociación de infección con múltiples cepas 

fue un hallazgo nuevo, no reportado con anterioridad, aunque estudios posteriores lo han 

confirmado (Figuereido y· cols., 2001). Una posible razón para que se de dicha asociación 

podría ser que la infección con múltiples cepas incremente las probabilidades de infección con 

una cepa más patogénica. No obstante nuestros datos no apoyan esta idea ya que los 

marcadores conocidos de cepas patogénicas que nosotros estudiamos como cagA y el genotipo 

s 1 del gene vacA, están presentes con la misma frecuencia en pacientes adultos con y sin 

úlceras . Analizando otras posibilidades, en la segunda parte del trabajo se estudiaron otros 

probables factores de virulencia, pero seguimos analizando la teoría de que la infección mixta 

con H pylori pudiera actuar de manera sinérgica para persistir en el estómago y causar daño. 

Un aspect.p nuevo de este estudio fue la comparación de marcadores de virulencia en las cepas 

de H pylori que infectaban a adultos y a niños. En los adultos estudiados, se encontraron 

principalmente cepas cagA+ y vacA s 1 b, pero entre los niños predominaron las cepas cagA-, 
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vacA s2. Esta diferencia persistió aun cuando se excluyeron los pacientes con úlcera péptica y 

por tanto no fue causada· por la asociación de estos marcadores con la enfermedad. Tampoco 

fue debido a diferencias demográficas entre las poblaciones, dado que tanto los adultos como 

los niños provenían del mismo grupo socioeconómico de la ciudad de México. 

Es posible que las cepas cagA-, vacA s2 infecten a los niños más fácilmente que a los adultos 

(y viceversa para cagA +, vacA s 1 b) o que la infección ocurre en México, principalmente en la 

infancia (como en la mayoría de las poblaciones) y que el genotipo más prevalente de las cepas 

que infectan a los niños haya cambiado de slblcagA+ a vacAs2/cagA-. Sin embargo esto no 

concuerda con el concepto de que los niños adquieren comúnmente la infección por H pylori 

de sus padres; esto sugiere que la infección puede ser adquirida de fuentes fuera de la familia . . 

Sin embargo una explicación alterpativa es que los niños y los adultos son portadores de cepas 

con los mismos genotipos, pero que la carga bacteriana de los diferentes subtipos de vacA 

varia con el tiempo. De esta manera, las cepas s2/cagA- alcanzarían cargas bacterianas 

mayores en niños que en adultos, en tanto que s 1 b/ cagA + alcanzarían cargas bacterianas 

mayores en niños que. en adultos. Se pudo haber subestimado la infección con cepas cagA + 

mediante el uso de metodología basada en PCR., debido a que ninguno de los 2 juegos de 

primers utilizados fue completamente sensible para detectar cagA cuando se compararon entre 

si. Sin embargo, la diferencia en los resultados entre los juegos de primers resulto interesante, 

particularmente los resultados del juego F 1-B 1, que fue mucho más sensible en la detección de 

cagA en la población sin úlceras que en la población con úlceras. Esto hace surgir la 

posibilidad de que la heterogeneidad de la secuencia nucleotidicá en cagA, pueda estar 

asociada con enfermedad en pacientes Mexicanos. Con respecto a vacA, en contraste a reportes 

previos (Atherton y cols., 1997; Atherton 1998; van Doorn y cols., 1998; Strobel y cols., 

36 



1998) se observo que las cepas vacA s2 fueron menos frecuentes en adultos sin úlceras que en 

adultos con úlceras. Sin embargo, el exceso de cepas vacA s2 en pacientes con úlceras estuvo 

asociado con múltiples tipos vacA por lo que aparentemente esto, más que el tipo vacA s2 por 

si mismo fue el que se asocio con la úlcera péptica. 

Los resultados de este estudio, y los del estudio previo con pacientes mexicanos (Morales y 

cols., 1999) demuestran que múltiples cepas con diferentes tipos vacA coexisten en las 

muestras de biopsias gástricas, pero la relación de estas entre si cepas no es clara. Podrían no 

tener relación en absoluto, o bien podrían derivarse de una cepa común que recombinándose 

con otras cepas, resultaran en diferencias de tipo vacA. Tal recombinación entre cepas durante 

la infección natural se ha mostrado que resulta en cambios en varios loci genético, incluyendo 

cag PAI (Blaser, 2001). Cualquiera que sea la relación de las cepas que colonizan un 

estómago, esta parte del estudio pudo haber subestimado las diferencias genéticas totales por 3 

razones: primero, se analizo una sola biopsia de la región antral del estómago; segundo la 

metodología utilizada no identifico otras diferencias, además de las de los genotipos de vacA; 

y tres al realizar cultivo de biopsias se pudo haber seleccionado algunas cepas. 

En la segunda parte del estudio se analizaron las diferencias genéticas entre colonias (single

colony isolates) para aclarar la relación exacta de las cepas con diferentes tipos de vacA, picB, 

cagA, cag P Al y RAPD en un solo estómago. Como se demostró en la primera parte de este 

estudio, en la que se analizaron aislados múltiples, la infección múltiple determinada por 

genotipos de vacA y tipos cagA en H pylori, es muy común en nuestro medio. Por ello es que 

en esta segunda parte, no resulto raro que a pesar de trabajar con colonias, se encontrara que 

. algunas de estas presentaran más de un genotipo de vacA o de cagA en una o más regiones del 

estomago de un individuo; en nuestro caso particular así resulto en 2 de los 8 pacientes 
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estudiados. La existencia de este tipo de colonización por cepas con diferentes genotipos en 

un mismo individuo. aunque poco común ha sido ya reportada (van Doorn y cols., 1998; van 

Doorn y cols., 1998b; Kim y cols., 2001; Yamaoka y cols., 2002, Ashour y cols., 2002). En 

cuanto al resto de lós genes estudiados lo que se encontró concuerda con lo reportado en la 

literatura referente a la gran diversidad genética de la bacteria (Pride y cols., 2001; Atherton 

y cols., 1995; Ito y cols., 1997; van Doorn y cols., 1998; Akopyanz y cols., 1992a; 

Akopyanz y cols., 1992b; Marshall y cols., 1995; Fujimoto y cols., 1994; Go y cols., 1996; 

Salama y cols., 2000; Achtman y cols., 1999; Blaser y Berg 2001; Shu y cols., 2000). Se 

sabe que H pylori adquiere .su gran diversidad por poseer la tasa más alta de recombinación 

entre bacterias (Achtman y cols., 1999). La recombinación ocurre tan frecuentemente en H 

pylori que ocasionalmente puede ser reconocida simplemente comparando diferentes aislados 

de un mismo paciente (Kersulyte y cols., 1999). A esta elevada tasa de recombinación 

contribuye grandemente la que ocurre entre alelos de genes individuales, entre los que vacA y 

otros genes como por ejemplo jl.aA y jl.aB han sido ampliamente estudiados (Suerbaum y 

cols., 1998). Por tanto, la existencia de esta diversidad de vacA podrían ser el resultado de una 

recombinación transitoria debida a la naturaleza panmítica de la bacteria y la presencia o 

ausencia de ciertos genes podría deberse más a eventos al azar durante la recombinación. Se 

sabe además que de modo redundante el polimorfismo tanto de genes individuales como de 

regiones del genoma resultado de los distintos eventos de recombinación o mutaciones en H 

pylori se ve favorecido por la infección mixta (Suerbaum y cols., 1998; Achtman y cols 

1999; Kersulyte y cots., 1999). Por ello no resulto extraño que se encontraran pacientes que 

estuvieran colonizados por H pylori con más de un genotipo de vacA, cagA , y/o picB y que se 

encontraran tipos RAPD diferentes en las distintas regiones del estómago estudiadas de uno de 

38 



los pacientes (Tabla 12). La genotipificacion de las cepas con otros genes distintos de vacA 

como cagA y picB nos permitió comprobar el polimorfismo de genes individuales en aislados 

de H pylori en un mismo estómago. También nos permitió comprobar la relación que la 

presencia de algunos genotipos de vacA, combinación de alelos de las regiones s y m, 

guardan con cagA, como por ejemplo el que todas las colonias s2m2 fueran invariablemente 

cagA- o que todas las colonias slml fueran cagA+. Otra relación invariable en las colonias de 

H pylori estudiadas, también ya reportada (Blaser, 1996) fue cagA+ y picB+ (Tablas 9 y 11). 

Por otra parte la infección simultanea con cepas cagA+ y cagA- en un mismo estómago como lo 

que encontramos en uno de los pacientes ha sido descrita con anterioridad (Fantry y cols., 

1996). La abundancia del polimorfismo en genes individuales, principalmente de vacA, de los 

aislados de distintas regiones del estómago de estos pacientes contrasto con lo encontrado con 

RAPD, que mide la heterogeneidad total del genoma y no de genes individuales (Akopyanz y 

cols., 1992b ), ya que únicamente los aislados del paciente 259 presentaron más de un patrón 

RAPD. Esto confirma lo que previamente se ha reportado, resultado del análisis comparativo 

de los genomas de 2 cepas diferentes (Alm y cols., 1999), acerca de que las diferencias entre 

genomas de cepas distintas no son tan grandes como lo hacia suponer la gran diversidad 

genética de H pylori que múltiples estudios han documentado ampliamente (Pride y cols., 

2001; Atherton y cols., 1995; Ito y cols., 1997; van Doorn y cols., 1998, Akopyanz y cols., 

1992a; Akopyanz y cols., 1992b; Marshall y cols., 1995; Fujimoto y cols., 1994; Go y cols., 

1996; Salama y cols., 2000; Acbtman y cols., 1999; Blaser y Berg 2001; Xu y cols., 2000). 

Estas radican principalmente en diferencias alelicas y presencia o ausencia de genes 

individuales (Alm y cols., 1999). Por ejemplo estudios previos han demostrado la generación 

de variantes genotípicas y cuasiespecies, comparando poblaciones pareadas de H pylori 
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durante colonizaciones prolongadas en distintos individuos (Kuipers y cols., 2000) o en un 

mismo individuo (Israel y cols., 2001). Estas variantes genotípicas pueden ser el resultado de 

la evolución de distintas poblaciones de H pylori que colonizan un mismo estómago o bien 

derivarse de una _población homogénea. En nuestro estudio a diferencia de uno de los 

anteriores se demostró que la generación de dichas variantes no necesariamente esta 

relacionada a una infección prolongada ya que al estudiar simultáneamente los aislados 

(colonias) de 4 distintas regiones del estómago de los pacientes estos no siempre presentaron 

el mismo genotipo o patrón RAPD, lo cual pudo haber sido subestimado en dicho estudio al 

trabajar con pools en lugar de colonias (Kuipers y cols., 2000) . Al menos en 2 de los 

pacientes estudiad9s pudieron encontrarse dichas variantes genotípicas al momento del 

análisis de la muestra. De acuerdo a los resultados de RAPD, solo uno los pacientes- 259 -

presento infección con más de una cepa. Las colonias de este mismo paciente como se ha 

mencionado previa~ente , presentaron además variaciones genotípicas de vacA (slml , s2m2) y 

presentaron simultáneamente colonias cagA, picB y cag P Al positivas y negativas. Cabe 

recordar que todas las colonias con el patrón "a" fueron slml o slm2, cagA+, picB+, cag PAt 

en tanto que todas las colonias que presentaron el patrón "b" fueron o s2m2, cagA-, picB", cag 

PAr. Más allá de lo complejo que resulta establecer la relación de las colonias aisladas de un 

mismo estómago, basado en genotipos de genes individuales o patrones RAPD, es difícil 

establecer en sentido estricto si las "variantes genotípicas" o "cepas" son poblaciones de 

origen reciente y transitorio o son el resultado de una infección prolongada, ya que los 

pacientes a partir de los cuales se aislaron tenían una edad promedio de 60 años, muy 

posiblemente infectados por décadas. Otra posible explicación a el predominio de infección 

por variantes genotípicas en los individuos estudiados podría ser que aunque una cepa 
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predominante puede haberse seleccionado durante una infección crónica, al parecer la 

infección mixta y la recombinación ocurren continuamente aun después de décadas de 

colonización por H pylori. Diversos estudios han demostrado lo anterior y han remarcado la 

importancia que la mutación y particularmente la recombinación juegan en la generación de 

polimorfismo de genes individuales (Fantry y cols., 1996; Kersulyte y cols., 1999; Xu y 

cols., 2000; Blaser y Berg 2001). De allí que se haya descrito que H pylori existe como una 

población bacteriana que esta en constante flujo genético, por sus variaciones a nivel genéticos 

(Israel y cols., 20-01). La importancia de esto último radica en las ventajas que estos eventos 

proporcionan a la bacteria para adaptarse a las características particulares del nicho que habita 

ya que es de esperar que como resultado de una infección prolongada se seleccionen los 

genotipos que favorezcan más dicha adaptación. Aunque también podrían ayudar a explicar las 

diferencias en el resultado de la infección del huésped y la distinta distribución mundial de 

ciertos alelos y genes particulares (van Doorn y cols., 1998; kersulyte y cols., 2000; Ashour 

y cols., 2002). La existencia de infección con más de una cepa en distintos sitios de un mismo 

estómago en un mismo paciente empleando RAPD como método de genotipificación, al igual , 

que lo que se encontró en este estudio en uno de los pacientes ha sido ya reportado (Prewett y 

· cols., 1992). Un estudio reciente reporto polimorfismo en regiones particulares de ribA, vacA 

y cagA que diferenciaban aislados de H pylori de cuerpo y antro en un mismo paciente 

(Bereswill 2000) . En nuestro estudio sin embargo no encontramos el predominio de genotipos 

particulares en algún sitio del estómago, lo que sugiere que el polimorfismo de los genes de 

virulencia que estudiamos no es seleccionado específicamente para predominar en alguna de 

las 4 regiones del · estómago estudiadas. 
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En cuanto a las características fenotípicas, nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado en 

la literatura respecto a la coexistencia en un mismo individuo de cepas sensibles y resistentes a 

metronidazol (Berg y cols., 1997; Chalkauskas y cols., 1998; Hua y cols., 2000; Wong y 

cols., 2001). Uno de de estos estudios describe además que los aislados de la bacteria con un 

mismo patrón RAPD presentan diferente sensibilidad a metronidazol en diferentes partes del 

estómago como lo encontramos nosotros en varios de los pacientes estudiados (Hua y cols., 

2000). Respecto a los antígenos Lewis, la otra característica fenotípica estudiada, no 

encontramos asociación de alguno de los tipos Lewis de los aislados de H pylori de los 

pacientes estudiados a riinguna región del estómago a diferencia de un estudio previo en el que 

predominaron aislados ·de un tipo Lewis en duodeno comparado con los aislados de antro en 

uno de los pacientes ·estudiados, aunque también se encontraron distintos tipos Lewis en 

aislados del duodeno de un mismo paciente (Thoreson y cols., 2000): Tampoco se encontró 

relación con los genotipos estudiados. Cambios en la expresión de antígenos Lewis en 

aislados seriados de biopsias corno lo han mostrado algunos estudios (Kuipers y cols., 2000; 

Rasko y cols., 2000) podrían explicar esto último, sin embargo solo podernos especularlo ya 

que en este estudio solo se trabajo con aislados únicos, no seriados. De todo lo anterior se 

podría concluir que la genotipificación de genes individuales, fragmentos de genoma como 

cag PAi y de genoma como RAPO y características fenotípicas son suficientes para demostrar 

que un paciente puede estar colonizado simultáneamente por distintas cepas o variantes 

genotípicas de H pylori, sin embargo · el surgimiento de "rnicroarreglos" un método de 

genotipificación más sofisticado y fino que toma ventaja de la información de las secuencias 

completas de los genomas ·de dos cepas no relacionadas (J99 y 26695), ha provocado que se 

deban reconsiderar conclusiones similares. Por ejemplo en uno de los varios estudios en que 
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se ha aplicado este tipo de análisis en el que se compararon aislados recientes y de 6 años atrás 

de la cepa 199, una de las que se conoce su secuencia completa, revelo que a pesar de que 

todos los aislados parecían estar estrechamente relacionados a la cepa original, determinado 

esto por análisis de patrones RAPD, PCR de genes individuales, similar a lo que se realizo en 

este estudio, además de secuenciación, el análisis con microarreglos revelo diferencias en el 

contenido de los aislados recientes respecto a la cepa original (Israel y cols., 2001). 

Actualmente analizamos resultados de AFLP y microarreglos de colonias aisladas de los 

pacientes 249 (2 genotipos de vacA, todas cagA+ y un único patrón de RAPD), paciente 251 

(todas s2m2, cagA-, y un único patrón de RAPD) y colonias del paciente 259 (diferentes 

genotipos de vacA, cagA positivas y negativas y diferentes patrones RAPD) (Datos no 

mostrados). Ambos métodos coinciden con el análisis empleando RAPD. Sin embargo cabe 

resaltar que el análisis con microarreglos nos ha proporcionando invaluable información 

adicional que nos ha pemütido confirmar que efectivamente el paciente 259 esta colonizado 

por dos cepas diferentes y que el grado de diversidad genética de las colonias de H. pylori de 

este paciente es considerablemente mayor que las colonias de H. pylori del resto de los 

pacientes. 

43 



CONCLUSIONES 

PRIMERA PARTE · 

1) Las frecuencias de vacA y cagA fueron similares a las reportadas en la literatura. 

2) Se encontraron diferencias entre cepas aisladas de niños y adultos. Los alelos s 1 de vacA y 

el tipo cagA+ fueron significativamente más frecuentes en adultos con ulcera que en adultos 

sin ulcera y niños. 

3) La infección mixta fue más frecuente en adultos con ulcera que sin ulcera y también más 

frecuente en adultos que en niños. 

SEGUNDA PARTE. 

1) Se documentó la infección mixta tanto por genotipicación como por fenotipificación de 

clonas de H pylori aisladas de diferentes regiones del ~stómago de un mismo paciente con 

enfermedad ulcero péptica. 

2) Se confirmó la infección mixta en adultos con enfermedad ulcero péptica mediante 

determinación de patrones RAPD de los aislados de H pylori de distintas reg10nes del 

estómago. 
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Helicobacter pylori vacA and cagA Genotypes m lVIexican Adults and Children 

G . González-Valencia,' J . C. Atherton,4 O . Muñoz,' 
M. Dehesa,2 A . Madrazo-de la Garza, 3 and J. Torres' 

1 Unidad de fnvesrigación Medica en Enfermedades lnfecciosas 
y Parasirarias. 2 Servicio de Gasrroenterologia del Hospital 

de Especialidades, and 1Servicio de Gastroenterologia del Hospital 
de Pediatría, !nstíwto Mexicano del Seguro Social, México City, 
México; "Division of Gastroenterology and Instituce of lnfeccions 

and fmmunicy, University of Nouingham, Nouingham, 
Uniced Kingdom 

Studies examining associations between Helicobacter pylori virulence markers and disease 
ha ve concentrated on adults. in developed countries. This study assessed adults and chíldren 
in Mexico. Ninety patients were recruited, 56 .adults (37 with active peptic ulceration and 19 
with no ulcers) and 34 children (ali with recurrent abdominal pain and no ulcers). H . pylori 
was cultured from gastric biopsy specimens, and vacA alleles and cagA were typed by use of 
polymerase chain reaction from multiple colony sweeps. Multiple vacA types were common 
in single-biopsy isolates and were more frequent in adults with ulcers (95%) than in adults 
without ulcers (37%; P < .001) or in children (52%; P < .01). vacA slb and cagA+ strains were 
more frequent in adults than in children. vacA sl and cagA+ strains had similar frequencies 
in adules with ahd without ulcers. In conclusion, infection with multiple H. py lori strains, 
defined by different vacA genotypes, is common in Mexico. Such mixed infection is associated 
with ulcer disease. Strain pop'ulations infecting Mexican adules and children differ. 

Helicobacter pylori infection ca uses chronic superficial gas

tri tis and is an importa nt risk factor for peptic ulceration, gas

tric adenocarcinoma, and gastric lymphorna [!]. Two maj o r 

bacteria! virulence markers have been descri bed, the presence 

of cagA (cytotoxin-associa ted gene A) a nd ex pression of vac

uolating cytotoxin acrivi ty [2]. cagA is present in -60% of H. 
pylori strains from developed co untries and encades a high

molecular-weight protein, CagA. This protein is thought to be 

transported directly into host epithelial cells by a type IV se

creto ry sys tem, where it is phosphorylated and induces various 

intracellular events that may underlie pathogenesis [3]. Both 

the type IV secretory system a nd CagA are encoded on a patho

genicity island (termed cag) (4]. cagA + strains are more com

monly associated with peptic ulceration, a trophic gastritis, and 
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ade nocarcinoma of the sto mac h tha n a re cagA - strains [2, 5], 

but it is unclear whether CagA itse lf is d irec tly important or 

whether it is merely acting as an imperfect marker for other 

genes in the cag pathogenicity island. In co nt rast to cagA , the 

gene encoding the vacuola ting cy totoxin, vacA , is present in 

essentially a li H. pylori strains [6]. vacA has a mosaic structure, 

a nd in strains from the United States, each allele has l of 3 

possible types of signa! sequence region (s la, s lb, a nd s2) and 

1 of 2 possible types of midregion (m l a nd m2), occurring in 

any combination [&-8]. Other variants o f signa! and midregion 

ha ve been described in othe.r popula tions-for example, the s le 

signa! region and m 1 b midregion in East Asia [9, 1 O]. In studies 

from the United States , H. pylori vacA s i strains were more 

co mmonly associa ted with peptic ulceration than were vacA s2 

strains [6, 11]. Strains with a type mi vacA allele produced 

higher levels of cytotoxin activity in vitro, and more epithel ia l 

damage in the human stomach in vivo, than did strains with 

an m2 a llele , a lthough the re was no clea r associat ion between 

vacA midregion type and peptic ulceratio n [1 1 ]. The original 
vacA a nd cagA typing sys tems described that used H. pylori 

strains from the Uni ted States have since been applied suc

cessfully (although sometimes with modifications) to other pop

ulations [8-10, 12-14]. 

In this study, o ur init ia l aims were 2-fold: to study the re

lationship between vacA genotypes, cagA status , and disease in 

Mexican adults and to assess whether carriage rates of strains 

with different vacA alleles or of different cagA status were di f

ferent between adul ts and children. However, it became ap

parent from o ur preliminary findings and from an independent 

report [7] that gas tric biopsy specimens from Mexican patients 

frequently contain >l strain of H. pylori, as assessed by the 
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Table l. Oligonucleotide primers used far vacA and cagA typing. 

Gene and region typed, Size of 
genotype identified , PCR product, 
primer designation Primer sequence base pair 

vacA midregion 
mi 

VAJ-F 5'-GGTCAAAATGCGGTCATGG-3' 290 
VA3-R 5'-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3' 

m2 
VA4-F 5'-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3' 352 
VA4-R 5'-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3' 

vacA signa! region 
sla 

SSl-Fª 5'-GTCAGCATCACACCGCAAC-3' 190 
slb 

SSJ-Fª 5'-AGCGCCATACCGCAAGAG-3' 187 
s2 

SS2Fª 5'-GCTAACACGCCAAATGATCC-3' 199 
VAl-R 5'-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3' 

cagA 
cagA+ 

FI 5'-GATAACAGGCAAGCTITTGAGG-3' 349 
81 5'-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA-3' 
87628 5'-AAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAA-3' 335 
87629 5'-ACACAGAAGACAGAGCGTTATT-3' 

NOTE. PCR, polymerase chain reactio n. 
" Used with VAl-R. 

finding of multiple vacA types. We thus took the opportunity 

also to assess whether such multiple-strain colonization was 

associated with disease or with age. 

Materials and Methods 

Patients. Ninety H. pylori- infected patients, 56 adults and 34 
children, were studied. Ali patients were recruited from hospitals 
in the National Medica[ Centre, IMSS (Instituto Mexicano del 
Seguro Social), which se rve the same medium-low income popu
lation in Mexico City. The children (median age, l l years; range, 
2-l 6 years; 47% boys) presented to the Gastroenterology Service 
of the Paediatric Hospital with recurrent abdominal pain; endos
copy indicated that none had peptic ulceration. The adult patients 
presented to the Gastroenterology Service of the General Hospital; 
37 had active peptic ulceration (median age, 50 years; range. 21-82 
years; 73% men; 35 duodenal ulcers and 2 gastric ulcers), and l 9 
had no active peptic ulceration or history of peptic ulcers (mean 
age, 43 years; range 20--78 years; 68% men). All patients had his
tologically proven H. pylofi- associated gastritis. 

H. pylori culture. The biopsy specimen for culture was placed 
in 300 µL of sterile 0.9% satine and transported on ice to the lab
oratory, where it was processed within 2 h. The biopsy specimen was 
homogenized with a tissue grinder and inoculated onto trypticase 
soy agar plates supplemented with 7.5% sheep blóod. The plates were 
incubated at 37ºC under microaerobic conditions for ,,¡;; l O days. Cul
tures exhibiting typical H. pylori colony morphology were identified 
by positive urease, catalase, and oxidase tests and typical appearance 
on Gram's stain. From the primary growth, multiple colonies were 
swept and suspended in satine for later DNA isolation. 

vacA and cagA typing by use of polymerase chain reaction 
( PCR). DNA was isolated from the multiple colony sweeps, as 
described elsewhere [6, 15]. In brief, bacteria! cells were lysed with 

GES reagent (guanidinium thiocyanate, 60 g; 0.5 iV! EDTA, 20 
mL; 10% water solution of N -lauroyl-sarcosine, 5 mL; and water 
to make 100 mL). and DNA was extracted with chlorofo rm, pre
cipitated with isopropanol, dissolved in Tris-EDTA buffer, and ei
ther used immediately or stored at - 20ºC. Primers for PCR typing 
of vacA and detecting cagA are ·shown in table l. 1•acA signa! 
sequence and midregion typing methods were slightly modified 

from those described by Atherton et al. [6]. Ali PCR mixtures 
consisted of l µL of DNA templare , 1 x PCR buffer (Gibco 8RL, 
Gaithersburg, MD), 1.5 mM MgCI,, 0.2 mAI each deoxynucleotide 
(Gibco BRL), 0.5 µM each specific primer, and l.25 U of Taq 
polymerase (Gibco 8RL) in a final volume of 25 µL. The ampli

fication cycles were performed in a GeneAmp PCR system (Perkin
Elmer, Foster City, CA) thermocycler. PCR conditions were 35 
cycles of 94ºC for 1 min, 52ºC for l min, 72ºC for l min, and a 

final extension of 72ºC for 6 min. For cagA typing, 2 sets of primers 
were used, Fl-81 [16] and 87628-87629 (kindly donated by M. K. 
R. Tummuru, Vanderbilt University, Nashville, TN). For Fl-81, 

PCR conditions were the same as for vacA, except that annealing 
was at 55ºC for l min. For B7628-B7629, PCR conditions were 25 
cycles of 94ºC for 1 min, 46ºC for 1 min, and 72ºC for l min. 

Specific strains used as positive controls were as follows: 60 l 90 
(ATCC 49503) genotype cagA+, vacA sla/m l; Tx30a (ATCC 
51932) genotype cagA - , vacA s2/m2; and 84-183 (ATCC 53726) 

genotype cagA +, vacA sl b/m l. DNA from control strains was 

included in each PCR assay, along wi th a no-DNA negative con

trol. Thus each PCR reaction had a positive control (DNA from 

the strain with that vacA allelic type or cagA type) and severa! 

negative controls (the no-DNA control and DNA from control 

strains of different genotypes) . 
PCR amplification products from positive and negative controls 

and a 100-bp DNA ladder were run on gels with active samples, 
allowing a careful check that amplimers from samples were of the 
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Table 2. Frequency of multiple-strain .Helicobacter. pylori infection 
in children and adults , as defined by detection of :;;.2 vacA alle.les of 
different signa! or midregion type in gastric biopsy cultures. 

Patients with multiple vacA types 

Child ren wi th recurren t 
Region of vacA abdominal pain but Adults with no Adults with 
with ;a.z allelic no peptic ulceration peptic ulceration peptic ulceration 
types feund (n = 34) (n = 19) (n = 37) 

Signal 12 (35)' 5 (26)b 28 (76}"b 
Mid 16 (47)° 4 {2l)b 25 {68)b.c 

Either 18 (52)' 7 (37)b 35 (95}"b 

NOTE. Data are no. (%). 
ª P < .01 fer children vs. adults with peptic ulceration. 
b P< .001 fer adults with no peptic ulceration vs. adults with peptic ulceration. 
e P< .05 fer children vs. adults with peptic ulceration. 

expected size. As an additional check, 8 selected PCR amplimers 
from samples were submitted for automated sequencing, to check 
that the expected section of vacA had been amplified (ABI 377 
sequencer; Perkin-Elmer). These 8 samples included amplimers 
from 3 different multiple colo ny isolates, amplified with s la- , 
s lb- , and m2-specific primers, and 5 different amplimers from a 
single isolare with specific products from s la-, s lb-, s2-, m !-, and 
m2-specific primers. Ali 8 amplimers sequenced were found to be 
of che vacA type we expected and from the expected region of vacA 
(17. 18]. 

Statistics. The x2 test with Yates' con tinuity correction was 
used to compare ali patient groups , then pairs of groups where a 
significant result was found. The Mann-Whitney U test was used 
to compare ages of patients with single or multiple vacA types 
within a group. 

Results 

H. pylori D NA from a li biopsy specimen multiple-colony 

sweeps yielded PCR products from ::;;. ¡ of the vacA PCRs, con

firming the presence of vacA in ali H. pylori isolates. However, 

in contrast to studies based on populations from developed 

countries, >l vacA signa! sequence or midregion type was often 

identified in a single sample, indicating the presence of multiple 

strains or substrains in single biopsy specimens . The most strik

ing finding was that such infection was fo und in ali but 2 adults 

with peptic ulceration (33 o f 35 with duodenal ulceration and 

2 of 2 with gastric ulceration; table 2). Thus, multiple vacA 
types were significanrly more frequent in adults with peptic 

ulceration (95%) than in ei ther itdults without ulcers (37%; 

P < .001) or children with recurren[ a bdominal pain but no 

ulcers (52%; P< .0 1; table 2). 

Next, we assessed whether there was any association between 

the presence of multiple vacA types and age . There was no 

significan! difference in the frequency with which multiple types 

were identified between adults without peptic ulcers (37%) and 

children with recurrent abdominal pain without peptic ulcers 

(52%, P = .2). To exclude confounding effects due to differ

ences in symptoms or referral demographics between the adults 

and children, we next assessed the association between age and 

multiple types within these 2 groups. Because there were only 

2 single vacA type infections among the adult peptic ulcer pa

tients, we could not study this third group. No significan! as

sociations between multiple vacA types and age were found in 

either children (median age for single vacA type, 11 years; mul

tiple types, 11 years) or in adults without ulcers (median age 

for single type, 34 years; multiple types, 43 years) . 

The frequency of different vacA allelic types in the 3 groups 

of patients is shown in table 3. Note that this includes multiple 

vacA genotype infections and so does not ha ve implications for 

whether specific vacA genotypes in single-strain infections are 

associated with disease. vacA alleles of type sla were fourid less 

frequently than type s 1 b or s2 alleles in ali 3 groups of patients, 

in contras! to findings in the United States and the United 

Kingdom, where type sla alleles predominate (9, 13]. Type slb 

alleles were found more frequently in both groups of adults 

(duodenal ulcer and gastritis alone) than in children. Type s2 

and m2 alle les were found significantl y less frequently in adults 

with no ulcers than in adults with d uodenal ulcer or in children, 

but in both the latter groups, they were usually found in con

junction with s 1 b and m 1 alle les. Previous studies ha ve specif

ically excl uded mult iple genotype infections when analyzing 

associations between vac A genotypes and disease. In the current 

study, ali but 2 adults with peptic ulcer disease had multiple 

genotype infections, making such an a nalysis impossible. The 

genotypes or the 2 single genotype infectio ns in patients wit h 

peptic ulceration were vacA s 1a/m1 and vacA s 1 b/m l. 
The frequency of in fectio n with cagA + strains, as detected 

with the 2 primer sets, is presented in table 4. The use of PCR 

to detect cagA may have resulted in a n underestimate of the 

true prevalence, but our results concentrate on differences be

tween groups rather than the absolute prevalence of cagA in 

our population. From the co mbined results with both primer 

sets, the frequency of cagA + cultures was significantly lower 

in children than in either group of adults. In contrast to most 

studies from developed countries, there was no difference in 

the prevalence of cagA + strains between adults with and with

out ulcers. Overall , the B7628-B7629 primer set was more sen

sitive than the F 1-B 1 set in this population . However, the F 1-

B 1 primers produced interesting results in that they identified 

cagA efficiently in adults without ulcers (1 00% of those cagA + 
with either primer set were positi ve with Fl-81) but poorly in 

adults with peptic ulcers (o nly 30% of those cagA + with either 

primer se t were positive with Fl-Bl; P< .01). 

Discussion 

The central findings in this study were (1) that infection with 

>l strain of H. pylori (as defined by different vacA types) is very 

common in Mexico, (2) that such infections are more commonly 

associated with peptic ulceration than are single-strain infections, 

and (3) that adults and children from the same community carry 

strain populations with different characteristics. Our first finding, 
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Table 3. Frequency of the different types of vacA signa! and midregions in Heli-
cobacter pylori gastric biopsy cultures from Mexican children and adults. 

Gastric biopsy cultures positive for the allele 

Children with recurren! 
abdominal pain but Adults with no Adults with 

Allelic type of no peptic ulceration peptic ulceration peptic ulceration 
vacA (n = 34) (n = 19) (n = 37) 

Signa] region 
slaª 4 (12) 2 (11) 7 (19) 
slb 16 (47)b 15 (79) 34 (92) 
s2 21 (62) 6 (32)° 29 (78)° 

Signa] region not typeable 6 (18) o o 
Midregion 

mi 27 (79) 19 (100) 31 (83.8) 
m2 22 (65) 4 (21)d 29 (78.4) 
Not mi or m2° 1 (3) o 2 (5.4) 

NOTE. Data are no. (%). 
ª P<.01, when compared with slb and s2 in ali 3 groups of patients. 
b P< .01 for children vs. both adult groups. 
e P< .01 for adults with no ulceration vs. adults with ulceration. 
d P< .01 for adults with no ulceration vs. both children with no ulceration and adults with 

ulceration. 
• The isolate not typeable for mi or m2 was typeable for vacA signa! region. 

that H. pylori infection with multiple vacA types is more common 
in Mexico than has previously been reported in developed coun
tries [9, 19-22], confirms and extends a separate previous study 
from Mexico, which showed 18 of 20 patients to have strains of 
multiple vacA types [7]. In that study, single colonies were isolated 
from the original sweep of the culture plate, and, as expected, 
each of these was of a single vacA type. This confirmed that the 
original isolate contained ditTerent strains, nota single strain from 
which vacA could be PCR amplified by use of severa! ditTerent 
sets of primers. 

The earlier study from Mexico was too small to examine 
associations with disease, and larger studies have not identified 
sufficient patients infected with H. pylori of multiple vacA types 
to examine the association. Thus, the association of multiple 
strain infection with peptic ulceration in this study is a novel 
finding. One possible reason for such an association would be 
that multiple strain infection increases the chance of infection 
with a more pathogenic strain. However, our data do not sup
port this, in that the known markers of pathogenic strains we 
examined, cagA and the vacA si genotype, were found at the 
same frequency in adult patients with and without ulcers. In 
examining other possibilities, we are looking for other virulence 
factors, but we are also exploring the theory that mixed H. 
pylori strains may act synergistically to persist in the stomach 
and cause damage. 

A major novel aspect of our study was the comparison of 
virulence markers in H. pylori strains infecting adults and chil
dren. Among adults in Mexico we found principally cagA + 
and vacA slb strains, but among children, cagA- and vacA s2 
strains predominated. This difference was maintained when 
peptic ulcer patients were excluded and so was not caused by 
the association of these markers with disease. Nor was it be
cause of demographic differences between the populations, 

since both adults and children carne from the same socioeco
nomic and ethnic group in the same area of Mexico. It is pos
sible either that cagA- and vacA s2 strains infect children more 
easily than adults (and vice versa for cagA + and vacA s 1 b 
strains) or that infection occurs mainly in childhood in Mexico 
(as in most other populations) and that the most prevalent 
genotype of strains infecting children has changed from vacA 

s 1 blcagA + to vacA s2/cagA - . This is not immediately consis
tent with the concept that children acquire H. pylori infection 
most commonly from their parents; it suggests that infection 
may be acquired from sources outside the family. However, an 
alternative explanation is that children and adults carry the 
same genotypes, but bacteria! load of the different vacA sub
types varíes with time. Thus, s2/cagA - strains would reach 
higher bacteria) loads in children than in adults, whereas s 1 b/ 
cagA + would reach higher bacteria) loads in adults. 

In this setting of multiple strain infection, we found no evidence 
ofthe frequently described associations between cagA+ or vacA 

si infection and peptic ulceration [l, 2, 6, 9, 11, 14]. We may 
have underdiagnosed cagA + infection by use of the PCR-based 

Table 4. Frequency of infection with cagA + strains in Mexican chil
dren and adults, as determined by polymerase chain reaction with 2 
different sets of primers. 

Gastric biopsy cultures positive for cagA 

Children with recurren! 
abdominal pain but Adults with no Adults with 

Set of cagA no peptic ulceration peptic ulceration peptic ulceration 
primers (n = 34) (n = 19) (n = 37) 

F l-BI 8 (24) 17 (90) 9 (24) 
B7628-B7629 15 (44) 14 (74) 29 (78) 
Either 16 (47)" 17 (90) 30 (81) 

NOTE. Data are no. (%). 
ª P<.01 for children vs. both groups of adults. 
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methodology, because neither primer set was completely sensitive 
for cagA, compared with the other. However, the difTerence in 
results between the sets was interesting, particularly the results 
from the Fl-Bl set, which was much more sensitive for cagA 
detection in the population without ulcers than in the populatibn 

with ulcers. This raises the possibility that nucleotide sequence 
heterogeneity in cagA may be associated with disease in Mexican 
patients, and we are investigating this further. With regard to 
vacA, in contrast to previous reports (2, 9, 11, 12], we observed 

vacA s2 strains to be less prevalent in adults without ulcers than 

in adults with ulcers. However, the excess vacA s2 strains in ulcer 

patients were associated with multiple vacA types, and we spec
ulate that it was this, rather than vacA s2 strain type, that was 

associated with peptic ulceration. 
Our results, and those of the previous Mexican study [7], 

show that multiple " strains" with different vacA types exist 

within gastric biopsy specimens, but the relatedness of these 
strains is unclear. They could be entirely unrelated, or they 
could be derived from the same parent strain, which has re
combined with other strains, resulting in differences in vacA 
type . Such recombination between strains during natural in
fection has been shown to result in changes at severa! genetic 

loci, including the cag pathogenicity island [23). Whatever the 
relatedness of strains colonizing a single stomach, this study 

will ha ve given an underestimate of total genetic differences for 

3 reasons: first , we analyzed only a single antral biopsy spec
imen; second, our methodology does not identify difTerences 

other than vacA genotype; and third, by culturing biopsy spec
imens, we may have selected against sorne strains. We are cur
rently conducting a study of genetic differences between single

colony isolates, which will clarify the exact relatedness of strains 

with different vacA types within a single stomach. 

In conclusion, the pattern of H. pylori infection in Mexico 
appears to be different from that in US and European popu
lations, in that infection with multiple vacA types is common 

(and associated with peptic ulcer disease) and that, in this con
text, the previously identified virulence markers, cagA and vacA 

type s 1, are not helpful in predicting disease outcome. To our 
knowledge, we have also found, for the first time, differences 

in strains isolated from adults and children in the same pop
ulation. lt is now important to determine whether these char
acteristics are peculiar to H. pylori infection in Mexico orare 

more widespread. 
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