6. MATERIALES Y METODOS

6.1 FUENTE DE LAS CEPAS

Las cepas analizadas en esta investigacion fueron de pacientes con EAP del Hospital
Avila Camacho de la ciudad de Puebla. Estas cepas se encontraban almacenadas a -

80°C (5).
En la Tabla 6.1 se enlistan las cepas de H. pylori y su fuente.

Tabla 6.1. Cepas de H. pylori y las enfermedades relacionadas en los pacientes

infectados.
NUmero Aislada de Paciente con
de cepa
3 Gastritis cronica activa, mucosa con metaplasia en es6fago
47 Gastritis cronica.
82 Gastritis cronica
26 Gastritis cronica colonizada
27 Gastritis cronica levemente activa
22 gastritis cronica superficial
23 gastritis cronica superficial
45 Gastritis cronica superficial
7 Gastritis cronica activa folicular
84 Gastritis folicular
17 Mucosa géstrica sin alteracion
4 Mucosa gastrica sin alteracion
95 Esofago de Barret

6.2 CULTIVO DE HELICOBACTER PYLORI

A partir de las bacterias congeladas previamente aisladas, se mezcl6 un indculo (100ul)
en un tubo eppendorf con 100 ul de caldo Brucella (Becton Dickinson BBL, Cat 11088)

y 100 ul de Suero Fetal Bovino inactivado (HyClone, Cat SH30072.02). Se incubé en la



estufa por una hora y posteriormente se sembré en medio de Cultivo Agar Casman
(Bioxon BD, Ref 224900), suplementado con sangre de caballo desfibrinada al 10% o
polienriquecimiento, conteniendo una serie de antibidticos como: Vancomicina (Sigma,
B 2002) 10mg/L, el cual inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas;
Trimetoprim (Sigma, T 7883) 5mg/L, inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas
y Anfotericina B (Sigma, A 4888) 2mg/L, proporciona seguridad contra hongos.

También se pueden usar Cefalotina (15mg/L) y Polimixina B (2500 u/L) (6).

Las placas se incubaron con 5% de O, 10% de CO,, y 85% de N, para obtener estas
condiciones, se utilizaron sobres de microaerofilia CampyPack plus™ (BBL™, Cat
271045) a 37 °C durante 5 a 10 dias. La identificacion del microorganismo se hace a
través de su morfologia de colonia, tincién de Gram y pruebas Bioquimicas (catalasa,

oxidasa y ureasa positivas).

6.3 EXTRACCION DE DNA

Despues de ser incubadas las bacterias en medio Casman, se cosecharon las colonias y
se resuspendieron directamente en 567 ul de buffer TE (Tris-Cl 10mM y EDTA 1mM,
pH 8.0), después se les agregd 30 ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma ref L-
5750) al 10% y 3 ul de una solucién de proteinasa K (Stratagene Cat 300140) a 20
mg/ml, se incubo por una hora a 37°C. Después se les adiciono una solucion de 100 pl
de NaCl 5M y 80 ul de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma ref H-
6269) en una solucion NaCl 0.7 M, ésta mezcla es incub6 a 65°C por 10 minutos. El
DNA se extrajo con un volumen igual de alcohol isoamilico-cloroformo (24:1) y luego
con un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se precipité con 0.6 de
isopropanol (se centrifugd por 1 min a 13Krpm en cada extraccion), posteriormente se

lavo con etanol al 70% y se disolvio en 50 ul de buffer TE (11)



6.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

6.4.1 OLIGONUCLEOTIDOS (PRIMERS) UTILIZADOS

La amplificacion se realizé con un volumen de reaccion total de 50 pl: 2 pl del ADN
extraido y 48 ul de la mezcla de (buffer 10x, 2.0 mM MgCl,, 2.5 U de Taq polimerasa,

0.2 mM dNTPs, 0.5 uM primer HPU 1, 0.5 uM primer HPU 2).

Para la evaluacion del vacA, cagA e iceA, el programa de PCR incluy6 35 ciclos de
desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto, hibridacion entre 52°C a 56°C por 1 minuto,

extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos (3).

La secuencia sefial y la region media del gen vacA se identificaron con primers
especificos. Dentro de la secuencia sefial se encuentran dos alelos s1 y s2, para lo cual
se utilizo el par de primers VA1-F 5’ ATGGAAATACAACAAACACACC3’ con 259
pb y VAl-R 5CTGCTTGAATGCGCCAAACTTTATC3’ con 286 pb. Para la
determinacion de la regién media m1 se utilizaron los pares de primers m1 VA3-F 5’-
GGTCAAAATGCGGTCATGG-3’ vy VA3-R 5-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’
con 290 bp y para m2 VA4-F 5-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3’ y VA4-R 5’-
CATAACTAGCGCCTTGCAC-3’ con 352 pb. Los primers fueron obtenidos de la

literatura de J. Atherton (1995) (1)

Los primers para los productos de amplificacion del gen cagA fueron CAG-1 5’-
AGACAACTTGAGCGAAAG-3’ y CAG-2 5’- TATTGGGATTCTTTGGAGGCG-3’

con un tamafio aproximado de 320bp (1).

Para la determinacion del alelo iceAl se utilizaron los pares de primers iceAlF

5’GTGTTTTTAACCAAAGTATC3’ e iceAlR 5’CTATAGCCASTYTCTTTGCA3’



con 247 pb. Para la determinacion de iceA2 se utilizaron los pares de primers iceA2F
5’GTTGGGTATATCACAATTTAT3’ e iceA2R 5’TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT3’

con 229 pb (2).

En la tabla 6.2 se muestran los pares de primers utilizados para los segmentos

especificos tanto de vacA, iceAy de sus subunidades como cagA.

Tabla 6.2 Primers utilizados para la genotipificacion de vacA, cagA e iceA

Nombre del Secuencia del PCR Tamario del
primer producto
VA3-R 5’- CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’
M2 VA4-F 5’- GGAGCCCCAGGAAACATTG-3’ 352 bp
VA4-R 5’-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3’
Slands2 | VAL-F 5’ATGGAAATACAACAAACACACC3 259
VAL-R 5’CTGCTTGAATGCGCCAAACTTTATC3’ 286
CagA CAG-1 5’- AGACAACTTGAGCGAGAAAG-3’ 320bp
CAG-2 5- TATTGGGATTCTTGGAGGCG-3’
iceAl iceAlF 5’GTGTTTTTAACCAAAGTATCY3’ 247
iceA1R 5’CTATAGCCASTYTCTTTGCA3’
iceA2 iceA2F 5’GTTGGGTATATCACAATTTAT3’ 229
iceA2R 5’TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT3’

6.5 ANALISIS Y ELECTROFORESIS

Para este estudio fue utilizado el gel agarosa con un porcentaje de 1% para el DNA de

H. pyloriy 1.5% para los productos de amplificacion de los genes de virulencia.

Para visualizar las bandas de DNA separadas sobre el gel se suele utilizar un colorante
fluorescente como el bromuro de etidio. Se incuba el gel en una solucion que contenga

dicho bromuro de etidio por 15 min y se observa bajo luz ultravioleta.



