A Biomédica

Biﬂ. me dica ISSN: 0120-4157

Buviwts dled Ineviouno P acammal do Sefud blomedlca@lns.gov.co
Instituto Nacional de Salud

Colombia

Trujillo, Esperanza; Martinez, Teresa; Bravo, Maria Mercedes
Genoatipificacion de los factores de virulencia vacA y cagA de Helicobacter pylori en individuos de dos
regiones de Colombia con riesgo opuesto de cancer gastrico
Biomédica, vol. 34, nim. 4, diciembre, 2014, pp. 567-573
Instituto Nacional de Salud
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84332531009

Coémo citar el articulo r @\ //‘«

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84332531009
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84332531009
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=32531
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84332531009
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org

Biomédica 2014;34:567-73
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i4.2273

ARTICULO ORIGINAL

Genotipificacion de los factores de virulencia vacA y cagA
de Helicobacter pylori en individuos de dos regiones de Colombia
con riesgo opuesto de cancer gastrico
Esperanza Trujillo?, Teresa Martinez?, Maria Mercedes Bravo'

' Grupo de Investigacion en Cancer y Agentes Infecciosos, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C.,
Colombia
2 Grupo de Investigacion Epidemiolégica del Cancer, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia

Institucion donde se realiz6 en trabajo: Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, Colombia

Introduccion. La prevalencia de infeccion por Helicobacter pylories alta en Colombia; en la zona andina
las tasas de cancer gastrico son altas mientras que en las zonas costeras son bajas. Los genotipos de
H. pylori cagA positivo y vacA s1y m1 se asocian con un mayor riesgo de cancer gastrico.

Objetivo. Determinar las diferencias en las frecuencias de los genotipos de H. pylori asociados a
virulencia en dos regiones de Colombia con riesgo opuesto de cancer gastrico.

Materiales y métodos. Se analizaron 401 biopsias del antro gastrico provenientes de 401 individuos
con diagnostico de gastritis no atrofica, gastritis atrofica o metaplasia intestinal; 256 se obtuvieron en
la zona de alto riesgo (Tunja y Bogota) y, 145, en la zona de bajo riesgo (Barranquilla, Santa Marta y
Cartagena). La genotipificacion de los genes de virulencia cagA y vacA se hizo mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Resultados. No se observo diferencia en la frecuencia de infeccion por H. pylori entre las dos zonas
(77,3 Vs. 77,9 %, p=no significativo, ns). La presencia de cagA fue mayor en la zona de bajo riesgo
(77,9 Vs. 69,2 %, p=ns). El alelo vacA s1 también fue mas prevalente en la zona de bajo riesgo (61,8
Vs. 72,0 %, p=ns). El alelo vacA m1 presentdé mayor prevalencia en la zona de alto riesgo (57,2 Vs.
42,8 %, p=ns). La combinacion cagA positivo s1m1 también fue mas frecuente en la zona de bajo
riesgo (48,9 Vs. 38,9 %, p=ns).

Conclusiones. Las diferencias en el riesgo de cancer gastrico en estas dos zonas no pueden
explicarse por las diferencias en la prevalencia de infeccién por H. pylori o en la virulencia de las
cepas circulantes.

Palabras clave: Helicobacter pylori, genotipo, enfermedades gastrointestinales.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i4.2273

Genotyping of Helicobacter pylori virulence factors vacA and cagA in individuals from two
regions in Colombia with opposing risk for gastric cancer

Introduction: The overall prevalence of Helicobacter pylori infection is high in Colombia; however, in
the country’s Andean region, gastric cancer rates far surpass those in coastal areas. Helicobacter pylori
genotypes cagA positive and vacA s1 and m1 are associated with an increased risk of gastric cancer.

Objective: To compare the distribution of H. pylori genotypes associated with virulence in two regions
in Colombia with opposing risk for gastric cancer.

Materials and methods: Four hundred and one gastric antral biopsies were obtained and analyzed
from 401 individuals diagnosed with non-atrophic gastritis, atrophic gastritis and intestinal metaplasia:
256 came from the high-risk area cities of Tunja and Bogota, and 145 from the low-risk area cities
of Barranquilla, Santa Marta and Cartagena. Genotyping of virulence genes vacA and cagA was
performed by PCR.

Results: No difference was observed in the frequency of H. pylori infection between the two areas
(77.3% vs 77.9 %, p=non significant, ns). The presence of cagA was higher in the low-risk area (77.9%
vs. 69.2 %, p=ns). The vacA s1 allele was also more prevalent in the low-risk area (61.8 % vs 72.0 %,
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p=ns). The vacA m1 allele was more prevalent in the high-risk area (57.2 % vs 42.8 %, p=ns). The cagA
positive s7m1 combination was also more frequent in the low-risk area (48.9% vs 38.9%, p=ns).

Conclusions: The differences in the risk of gastric cancer in these two geographic areas cannot be
explained by differences in the prevalence of infection by H. pylori or by differences in the virulence of

circulating strains.

Key words: Helicobacter pylori, genotype, gastrointestinal disease.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i4.2273

El cancer gastrico ocupa el quinto lugar en incidencia
y el tercero en mortalidad a nivel mundial (1). En
Colombia constituye la principal causa de muerte
por cancer (2). La infeccion con Helicobacter pylori
se considera el factor de riesgo mas importante
para cancer gastrico (3). H. pylori infecta a mas
del 50 % de la poblacion mundial (4). En todos
los individuos infectados la bacteria causa
gastritis cronica activa, que en 10 a 15 % de los
casos progresa a Ulcera péptica, gastritis crénica
atrofica, metaplasia intestinal, displasia y cancer
gastrico o hacia linfoma de tejido linfoide asociado
ala mucosa (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,
MALT) (5-7). Si bien el papel de la colonizacion
persistente de la mucosa gastrica con H. pylorien la
patogénesis del cancer gastrico, se ha confirmado
en multiples estudios de casos y controles (3) y en
modelos animales (8), no se conocen los factores
que determinan los resultados tan disimiles que
puede tener la infeccién, ni por qué solo una
minoria de individuos infectados desarrolla una
enfermedad grave.

Varios genes de H. pylori se han asociado con la
virulencia y la enfermedad gastroduodenal grave,
entre los cuales el gen asociado a la citotoxina
(cagA) y el gen de la citotoxina vacuolizante (vacA),
se han estudiado ampliamente. El gen cagA es
marcador de la presencia de un islote de patogenia
(9), el cual codifica un sistema de secrecion de
tipo IV que transfiere la proteina CagA al interior
de las células epiteliales (10). La infeccion con
cepas positivas para cagA se asocia con un
mayor riesgo de gastritis atrofica, Ulcera péptica
y cancer gastrico (11-13). El gen vacA codifica
una citotoxina vacuolizante y esta presente en
todos los aislamientos de H. pylori (13). Este gen
contiene dos regiones variables: la regién s, que
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codifica el péptido sefal y presenta dos variantes
alélicas, s1y s2, y la regiobn m, o region media,
que presenta las variantes alélicas m7y m2. Los
aislamientos de H. pylori con las combinaciones
s1im1y s1m2 producen, respectivamente, niveles
altos y moderados de citotoxina, mientras que los
aislamientos con la combinacién s2m2 producen
muy poca citotoxina o no la producen (14).

Aunque en Colombia la prevalencia de infeccion
por H. pylori es alta en varias regiones (15,16),
existen acentuadas diferencias en la incidencia
de céncer gastrico entre las zonas montafosas
de los Andes, con tasas muy altas, y las regiones
costeras, con tasas muy bajas (17,18). El prop0ésito
de este estudio fue determinar las frecuencias de
los genotipos bacterianos cagA 'y vacA s1/s2y m1/
m2 en dos regiones geograficas de Colombia con
alta y baja incidencia de cancer gastrico.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Los individuos incluidos en este estudio fueron
reclutados en el marco del proyecto “Helicobacter
pylori: prevalencia internacional, Ulcera duodenal y
neoplasia gastrica”. Se incluyeron 401 pacientes
con dispepsia que asistieron, entre febrero de 2000
y julio de 2008, a los servicios de gastroenterologia
de hospitales publicos y privados de las ciudades
de Bogotd y Tunja (zona de alto riesgo) y de
Barranquilla, Santa Marta y Cartagena (zona de bajo
riesgo), y a quienes se les practicé una endos-
copia de vias digestivas para el diagnéstico de
enfermedad gastroduodenal. En la figura 1 se
muestra la ubicacién geografica de las zonas de
alto y bajo riesgo. Todos los individuos firmaron
un consentimiento informado y el estudio fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigaciones
del Instituto Nacional de Cancerologia.

Histopatologia

A todos los individuos se les tomaron 12 biopsias
(5 del antro, 5 del cuerpo y 2 de la incisura angular).
Tres biopsias de antro y tres de cuerpo se fijaron en
formalina y se incluyeron en parafina, y una biopsia
de antro y dos de cuerpo se almacenaron a -70 °C
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Departamento del Magdalena,
capital Santa Marta, incidencia
de cancer gastrico en hombres
9,8/100.0002

Departamento del Atlantico,
capital Barranquilla, incidencia
de cancer gastrico en hombres
10,2/100.0002

L Zonade
bajo riesgo

Departamento de Bolivar,
capital Cartagena, incidencia
de cancer gastrico en hombres
8,8/100.0002

Departamento de Boyac3,
capital Tunja, incidencia de
cancer gastrico en hombres

33,7/100.0002 | Zonade

alto riesgo

~~~~~ Bogota, Distrito Capital,
incidencia de cancer gastrico
en hombres 30,3/100.000 2

2: incidencia de cancer gastrico para el periodo
2002-2006 (18)

Figura 1. Localizacién geogréfica de las zonas de alto y bajo riesgo de cancer gastrico

en caldo de Brucella; las tres biopsias restantes
se almacenaron a -70 °C en seco. Para el estudio
histopatolégico se hicieron secciones de 3 pm que
luego se colorearon con hematoxilina y eosina. La
clasificacion histolégica de las biopsias se ajusto a
la versién revisada del sistema de Sidney en tres
grupos de diagnostico: gastritis crénica sin atrofia,
gastritis crénica atréfica y gastritis cronica atréfica
con metaplasia intestinal. La lesion mas grave
encontrada en una de las seis biopsias se empled
como diagnostico global para cada paciente.

Extraccion de ADN de las biopsias gastricas

Para la genotipificacién de H. pylori se extrajo ADN
total mediante tratamiento con proteinasa K a partir de
una biopsia de antro que estaba almacenada a-70°C
en caldo de Brucella. Brevemente expuesto, las
biopsias se sumergieron durante dos horas a 56 °C
en 100 pl de solucion tampdn de digestion (Tris-HCI

10 mM pH 8,0, KCI 50 mM, Tritén X-100 0,1 %y 0,4
mg de proteinasa K). El material digerido se calentd
a 95 °C durante 15 minutos para desnaturalizar la
proteinasa Ky, luego de una centrifugacion de 10
minutos a 10.000 rpm, el sobrenadante se utiliz6 para
la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

Andlisis de vacA y cagA mediante PCR

Los genes vacA y cagA se evaluaron mediante
PCR segun la metodologia reportada por Yamaoka,
et al.(19). Cada reaccién de PCR contenia, en un
volumen de 25 pl, TRIS-HCI 10 mM pH 8, KCI 50
mM, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 200 pM, iniciadores (25
pM), 5 pl del ADN extraido de las biopsias y 1U de
polimerasa Taqg (Promega, Madison, WI).

Las condiciones de la PCR incluyeron un paso
inicial de desnaturalizacién a 94 °C seguido de 35
ciclos de un minuto a 94 °C, un minuto a 52 °C y
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un minuto a 72 °C, y un paso final de extension a
72 °C durante 7 minutos. Los productos de la PCR
se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,5 % y tincion con bromuro de etidio.
Como controles se utilizaron la cepa de referencia
NCTC11638 con genotipo positivo para vacA sim1
cagAy la cepa 3062 con genotipo negativo para vacA
s2m2 cagA obtenida en un estudio previo (16).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa SPSS,
version 18. La prueba de ji al cuadrado y la prueba
T se emplearon para determinar la significancia
estadistica de las diferencias en las frecuencias de
los genotipos bacterianos y en la distribucion de la
edad entre las dos zonas de riesgo evaluadas.

Resultados

Se analizaron 401 biopsias gastricas provenientes
de individuos de dos areas geograficas de Colombia;
256 se obtuvieron en la zona de alto riesgo y, 145,
en la zona de bajo riesgo.

Las caracteristicas de los dos grupos se presentan
en el cuadro 1. No se observaron diferencias
significativas en el promedio de edad, la distribucién
de sexos fue significativamente diferente, 54 % de
los pacientes en la zona de alto riesgo y 35 % en la
zona de bajo riesgo eran hombres (p<0,001).

La distribucién de los diagnésticos histopatoldgicos
fue significativamente diferente, ya que en la zona
de alto riesgo se observé una mayor frecuencia de
metaplasia intestinal mientras que en la zona de
bajo riesgo la gastritis sin atrofia fue el diagndstico
mas frecuente.

La frecuencia de la infeccién con H. pylori, deter-
minada por la deteccién de, al menos, uno de los
genes bacterianos evaluados, fue similar en las
dos zonas: 77,3 % en la zona de alto riesgo y 77,9 %
en la zona de bajo riesgo.

El gen cagA se detecto en 225 de las 311 biopsias
positivas para infeccion con H. pylori (72,3 %).
Los alelos s71y s2 se encontraron en 177 (56,9 %)
y en 94 (30,2 %) de las biopsias positivas para
infeccién con H. pylori, respectivamente; en 14
(4,5 %) biopsias se observaron los alelos s1y s2
y en 26 (8,4 %) de ellas no se logré6 amplificar la
region s. Los alelos m1y m2 se detectaron en 146
(46,9 %) y 99 (31,8 %) de las biopsias positivas
para infeccion con H. pylori, respectivamente. En
seis (2,1 %) biopsias se observaron los alelos m1y
m2y en 60 (19,3 %) de ellas no se logré amplificar
la region m.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes en las zonas de alto
y bajo riesgo de cancer gastrico

Zona de Zona de p
alto riesgo  bajo riesgo
n=256 n=145
Edad (afnos)
Promedio (DE) 53,6 (13,3) 48,3 (13,1)
Rango (30-89) (30-85) 0,0012
Sexo
Masculino 140 (54,7) 52 (35,9)
Femenino 116 (45,3) 93 (64,1) 0,000°
Diagnéstico histopatolégico
Gastritis 94 (36,7) 94 (64,8)
Gastritis atrofica 57 (22,3) 31 (21,4)
Metaplasia intestinal 105 (41,00 20 (13,8) 0,000°
Infeccién con H. pylori
Positiva 198 (77,3) 113 (77,9)
Negativa 58 (22,7) 32 (22,1) ns®

a: prueba T; ®: ji al cuadrado; ns: no significativo; DE: desviacion estandar

Cuadro 2. Distribucién de los genotipos cagA y vacA para las
dos areas geograficas con riesgo opuesto

Zona de Zona de p?
alto riesgo  bajo riesgo
n (%) n (%)

cagA
cagA positivo

77,9
cagA negativo 61 (30,2) 25 (22,1) ns

vacA s

st 110 (61,8) 67 (72,0)

s2 68 (38,2) 26 (28,0) ns
vacAm

m1 99 (57,2) 74 (42,8)

m2 47 (65,3) 25 (34,7) ns

Combinacién cagA
positivo /s7m1 Vs. otras
cagA positivo/sTm1

Otros

92 (48,9) 38,9
9 (51,1)  65(61,3) ns

a: ji al cuadrado; ns: no significativo

La distribucién de los genotipos de cagA y vacA
en las dos areas geograficas con riesgo opuesto
para cancer gastrico, se presenta en el cuadro 2;
se excluyeron los casos en que se encontraron
infecciones mixtas, o en los que no fue posible
amplificar la region m o s del gen vacA. La preva-
lencia de cepas con cagA positivo fue mayor en
la zona de bajo riesgo; igualmente, el alelo s1
se detectdé con mayor frecuencia en esta zona.
El alelo m1 fue mas prevalente en la zona de
alto riesgo. Se observé una mayor frecuencia
de cepas cagA positivo s1m1 en la zona de alto
riesgo. Estas diferencias no fueron significativas.
Los genotipos cagA y vacA s1 se correlacionaron
significativamente en ambas poblaciones. En la
zona de alto riesgo, 107 de las 119 cepas con cagA
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positivo fueron positivas para s7 (p<0,001) y, en
la de bajo riesgo, 64 de las 69 cepas con cagA
positivo lo fueron también para s7 (p<0,0001).

En la figura 2 se presenta la distribucion de los
diagnosticos histopatoldgicos y los genotipos de H.
pylori segun la zona de riesgo. En las dos zonas de
riesgo se observé un incremento en la frecuencia
de cagA y de los alelos s7 y m1 a medida que
aumentaba el grado de la lesion; en la zona de bajo
riesgo estas diferencias no fueron significativas. En
la zona de alto riesgo se observé una frecuencia
de cagA, s1y m1 significativamente mayor en los
casos de metaplasia intestinal, comparados con
los de gastritis (p<0,0001).

Discusion
Al igual que en otros paises latinoamericanos, en
Colombia se observan altas tasas de mortalidad

por cancer gastrico en las zonas montafosas de
los Andes, mientras que en las zonas costeras

100 *
90,0 83,6
80 75,4
61,4
60 : 53,7
51,4 : 48,7
457 43135,
40
20
. S S
cagA positivo s m1

[ Gastritis no atréfica [ Gastritis atréfica B Metaplasia intestinal
* =p<0,0001

b.
100,0
100 9 ,7 90’0
81,5 83,3
80| 74,3
61,4 61,9
60 54,3
40
20
0 R B S
cagA positivo s1 m1

[ Gastritis no atréfica Ed Gastritis atroéfica B Metaplasia intestinal

Figura 2. a. Distribucién de los diagnosticos histopatologicos y
los genotipos de Helicobacter pylorien la zona de alto riesgo. b.
Distribucion de los diagnoésticos histopatologicos y los genotipos
de Helicobacter pylori en la zona de bajo riesgo

Genotipos de Helicobacter pylori en Colombia

del Pacifico y el Atlantico se observan tasas de
mortalidad mucho mas bajas (17). En este trabajo
se investigd la presencia de H. pyloriy la distribucion
delos genesde virulencia vacAy cagAen individuos
provenientes de la zona andina (Tunja) y de la
zona atlantica (Barranquilla, y Cartagena), dos
zonas geograficas con riesgo opuesto de cancer
gastrico, es decir, alto en la zona andina y bajo
en la zona atlantica. En ambas regiones se han
registrado altas tasas de infeccién por H. pylori.
Bravo, et al. (15), y Sicinschi, et al. (19), reportaron
altas tasas de infeccion por H. pylori también en
la region montafiosa del sur de Colombia (Pasto
y Tuquerres) y en Tumaco, en la Costa Pacifica,
zonas con riesgo opuesto de cancer gastrico. Las
diferencias en las tasas de infeccién no explican
las diferencias en la incidencia del cancer gastrico
entre las regiones.

En contraste con la zona sur del pais, donde se
reportaron frecuencias significativamente mas altas
de los alelos s1y m1y de la combinaciéon s1m1, asi
como la tendencia a una mayor frecuencia de cepas
positivas para cagA en la zona montafiosa de alto
riesgo (20), en el presente estudio no se encon-
traron diferencias significativas en la distribucion
de los alelos cagA y vacA sy m en las zonas
estudiadas, aunque, sorpresivamente, en la zona
de la Costa Atlantica las frecuencias de los alelos de
riesgo s1y m1y de cagA fueron mayores que en la
zona andina, hecho llamativo considerando que la
gastritis fue el diagndstico mas frecuente en la zona
de bajo riesgo. La frecuencia de cepas positivas
para cagA s1m1 fue mayor en la zona de alto
riesgo, aunque la diferencia no fue significativa.

Al evaluar la distribucion de los diagnésticos histo-
patologicos y de los genotipos de H. pylori en las
dos areas de riesgo, se encontrd que, si bien la
frecuencia de los alelos s1, m1y de cagA fue mayor
en ambas zonas a medida que avanzaba la lesion,
solo fue significativa en la zona de alto riesgo al
comparar la gastritis y la metaplasia intestinal.
La alta frecuencia de estos alelos en la gastritis
observada en la zona de bajo riesgo no permitié
detectar diferencias significativas con lesiones de
mayor grado.

En este estudio el principal hallazgo fue el hecho
de que las diferencias en la incidencia entre las dos
zonas con riesgo opuesto para céncer géstrico
no se explican por una mayor frecuencia de la
infeccién con H. pylori, ni por la presencia del gen
de virulencia cagA o de los alelos de virulencia
s1y mi.

571



Trujillo E, Martinez T, Bravo MM

En un estudio reciente realizado en Tuquerres, zona
montafosa de alto riesgo al sur de Colombia, y en
Tumaco, poblacion de la costa pacifica con bajo
riesgo de cancer gastrico, Kodaman, et al., (21)
reportaron que en los aislamientos de H. pylori
de la zona de bajo riesgo predominé el ancestro
africano, mientras que en los de la zona de alto
riesgo predominé el ancestro europeo. Por otro
lado, se observé el predominio del ancestro
africano en los individuos infectados de la costa y
del ancestro amerindio en los individuos infectados
de la zona de montafia.

En dicho estudio se observd que la interaccion
entre los origenes ancestrales del huésped vy
el patdégeno explicaba la mayor gravedad de las
lesiones gastricas en la zona de alto riesgo, y, en
particular, que la infeccién por H. pylorien personas
con ancestro africano era relativamente benigna,
en tanto que podia ser mucho mas grave entre
individuos con ancestro amerindio. Probablemente,
las variables clave en cuanto al riesgo son los
patrones genémicos de variacion en el patégeno
y el huésped, los cuales interactian y permiten
predecir un fenotipo clinico.

Si bien estos investigadores observaron una aso-
ciacién entre la zona de residencia y el grado
histopatolégico, asi como una mayor frecuencia
de lesiones avanzadas en la zona montafosa,
esta asociacion perdio significancia al considerar
los ancestros del huésped, lo que indica que no
son la localizacion ni la altitud las que explican la
discrepancia en el riesgo.

En un futuro cercano, el proposito de los autores es
analizar los origenes ancestrales de la poblacion
estudiada en este trabajo, asi como en los aisla-
mientos de H. pylori, para evaluar esta importante
asociacion entre los ancestros del patégeno y del
huésped, y explicar las diferencias entre estas dos
zonas en lo concerniente al riesgo.
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