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Resumen

e establecid la presencia del gen cagA vy su asociacion con

subtipos especificos del gen vacA en 21 cepas de H. pylori

cultivadas de 73 pacientes con enfermedad dlcero-péptica

(EUP) gue asistieron a la Unidad de Gasiroenterologia def
Ceniro de Especialistas de Risaralda. A partir del ADN genomico
extraido de las cepas de H. pylori cultivadas se realizaron tres PCRs:
PCR-ureC, PCR-cagA y PCR-vacA. La PCR-cagA detecté que en 21
cepas de H. pylori cultivadas, 19 (90.5%) fueron cagA positivas y 2
{(9.5%) cagA negativas. La PCR-vacA para la genotipificacion del gen
vacA mostré que 17 (80.9%) fueron vacAs1 y 4 (19.1%) vacAs2, 17
(80.9%) vacAm1 y 4 (19.1%) vacAm2. Los resultados de las
combinaciones de las regiones vacA s y m indican que 17 (80.9%) de
las cepas de H. pylori fueron vagAsimi1 y 4 (19.1%) vacAs2m2. En
conclusion, el 81% de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con
EUP en Risaralda fueron cagA positivas/vacAsim1 que son
consideradas cepas mds virulentas y pueden ser catalogadas como
cepas H. pylori tipo | las cuales estdn asociadas a un mayor riesgo para
desarrollar EUP severa. La deteccion del gen cagA y su asociacion con
un subtipo especifico del gen vacA pueden ser entonces ulilizadas
para eslablecer la virulencia de una cepa y establecer las implicaciones
patogénicas que pueden tener en el huésped.
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INTRODUCCION

El Helicobacter pylori @s una bacteria Gram negativa
espiralada que coloniza el estdmago humano y lo infecta.
En la actualidad mas de la mitad de la poblacién mundial
esta infectada con H. Pylon; sin embargo, la mayoria de
los individuos infectados permanecen asintométicos y
solamente el 10 al 20% desarrollan enfermedad. 2

Se reconocen cuatro enfermedades como causadas por
H. pylori: Glcera duodenal (UD), dlcera gastrica (UG),
adenocarcinoma de la parte distal del estémago (antro y
fundus) y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa
gastrica (MALT).2

Anualmente, se diagnostican mas de 500.000 casos de
enfermedad uicero-péptica (EUP) en USA y alrededor de
4 millones de personas tienen enfermedad ulcerosa
recurrente.? La infeccidn con H. pyloriincrementa el riesgo
EUP entre 5 a 7 veces.'

Aunque la mayoria de las personas infectadas con H. pylori
permanecen asintoméaticas a pesar de la presencia de
gastritis, durante el curso de la infeccion pueden ocurrir
serias complicaciones como el desarrollo de enfermedad
Ulcero-péptica o carcinoma en una minorfa de personas.
La hipétesis que podria explicar este comportamiento esta
basada en la existencia de diferentes cepas de H. pylori
que varian en su virulencia.*’

Existen muchos factores de virulencia en H. pylori que se
han involucrado en la patogénesis de la enfermedad
gastroduodenal. Entre los mas importantes estan los
productos de los genes vacA (vacuolating toxin A), cagA
(cylotoxin-associated gene A) e iceA (induced by contact
with epithelium). +29

El gen cagA esta presente en aproximadamente el 50-
60% de las cepas de H. pylori y codifica para una proteina
de 128 KDa. La presencia de cagA esta asociada con
EUP, atrofia de la mucosa gastrica y cancer gastrico
aungue su funcién no se ha establecido.®”

Adicionalmente, el gen CagA hace parte de una entidad
gendmica grande denominada isla de patogenicidad
(Pathogenicity island cag, PAlcag), estructura genética
que contiene muitiples genes relaciocnados con la
virulencia y patogenicidad de las cepas de H. Pylori, 12
La PAlcag contiene otros genes que codifican para
proteinas que aumentan la interaccion de la bacteria con
las células del huésped, por ejemplo, por induccién de
citocinas.” El gen cagA, ademas de hacer parte de PAlcag
puede ser considerado como un marcador de esta
estructura genética y su presencia esta asociada con las
cepas de mayor virulencia,'2'41%

Otro factor de virulencia, producido por aproximadamente
el 50% de las cepas, es una citotoxina vacuolizante, vacA,
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la cual induce vacuolizacién citoplasmatica en los cultivos
celulares y muerte de las células epiteliales. +5°

El gen vacA esta constituido por dos partes variables: a)
la regidén s que codifica para el péptido sefial, localizada
en el extremo 5 del gen y de los cuales existen los alelos
s1 y s2. Dentro del tipo s1 existen varios subtipos
identificados, s1a, s1b y s1¢. Las cepas vacA s1a parecen
ser mas patogénicas que las cepas vacAsib o vacAs2y
son mas frecuentemente aisladas de pacientes con EUP.
b) La regién m que codifica la regién media {middis} de la
cual existen los alelos m1 y m2. Las cepas vacAm1 estéan
asociadas con un mayor dafio en el epitelio gastrico que
las cepas vacAm2.1s!722

La combinacion de las regiones s y m determina la
produccién de la citotoxina y est4 asociada con la
patogenicidad de la bacteria. Las cepas vacA sim1
producen elevadas cantidades de citotoxina, las cepas
vacA s1m2 la producen en forma moderada y las cepas
vacA s2m2 no la producen o lo hacen a muy baja
concentracion.'®'?

Las cepas de H. pylori pueden ser agrupadas en dos
grandes grupos, con base en la presencia de la citotoxina
vacuoclizante y del antigeno cagA, denominadas cepas
tipo | {cagA positivas y que expresan el gen de la citotoxina)
y cepas tipo Il (cagA negativas y que pueden o no expresar
el de ia citotoxina)."

La presencia de los genes cagA y vacA en una misma
cepa ha permitido establecer que las cepas productoras
de citotoxina/cagA positivas inducen la produccion de altos
niveles de IL-8 en las células epiteliales y una mayor
infiltracion antral con polimorfonucleares neutréfilos que
las cepas citiotoxina/cagA negativas. Las contribuciones
especificas de vacA, cagA y otros determinantes
bacterianos a los sindromaes clinicos no han sido aun bien
dilucidadas. Sin embargo, con base en estudios
experimentales en animales, parece probable que la
citotoxina vacuolizante contribuya al dano epitelial, el cual
podria ser una etapa temprana en el desarrolko de la ulcera
péptica. Adicionalmente a la asociacién con la citotoxina,
cagA es un marcador muy util para las cepas que inducen
la produccién de altos niveles de IL-8 en las células
epiteliales y que estan por lo tanto ascciadas con una
infiltracidn incrementada de la mucosa por neutrdfilos.'®

La importancia de ia praesencia del gen cagA y la
genotipificacion del gen vacA en cepas de H. pylori con
relacion a su potencial de virulencia y su asociacion con
la EUP es mundialmente aceptada.'*" La determinacion
del genctipo vacA/cagA permite establecer la virulencia
de la cepa y el papel que juega en el desarrollo de la
enfermedad gastroduodenal.®'.181%28 F| objetivo dal
presente estudio fue establecer la presencia del gen cagA
y los subtipos vacA asociados con las cepas de H. pylon
aisladas de los pacientes con EUP en Risaralda.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Con base en el programa EPI-INFO versién 6.04 y
considerando la poblacidon de Risaralda de acuerdo al
censo de 1998, se establecid un tamafno de muestra de
73 pacientes con EUP que asistieron a la Unidad de
Gastroenterologia del Centro de Especialistas de
Risaralda. Los especimenes de biopsia fueron cultivados
en condiciones microaerofilicas aislandose 21 cepas de
H. pylori de los 73 pacientes estudiados.

De cada paciente con tlcera duodenal o Ulcera gastrica
se tomaron 5 biopsias. Las biopsias obtenidas fueron
distribuidas para el analisis de la siguiente forma: con
una biopsia antral se practico la prueba rapida de ureasa
{CLO test). La biopsia anterior junto con una biopsia del
cuerpo se utilizé para el examen histoldgico. Una tercera
biopsia del antro con una cuarta de cuerpo se utilizé para
el cultivo. La quinta biopsia de la region antral se sometié
a la técnica de PCR.

Cultivo de Helicobacter pylori

Los especimenes de biopsias fueron cultivados en agar
BHI suplementado con suero de caballo, Isovitalex (BRL),

Tabla 1. Condicion de optimlzacion para PCR.
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tres antibidticos (trimetoprim, vancomicina y anfotericina)
o agar tripticasa soya con sangre de oveja suplementado
con antibidticos. Los cultivos fueron incubados en
ambiente microerofilico (10% O,, 5%CO, y 85%N,),
durante 5 a 7 dias a 37°C. Los aistados de H. pyforifueron
identificados por morfologia con la coloracion de Gram y
pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa y ureasa.53°
De los cultivos primarios se obtuvieron subcultivos
sucesivos de una sola colonia, a partir de los cuales se
extrajo el ADN y se obtuvieron cepas de la bacteria para
ser conservadas a -70°C,

Extraccion de ADN genémico de H. pylori

La extraccion del ADN genémico de 10 cepas de H. pylori
se llevd a cabo por el método del isotiocianato de
guanidina (GES) descrito por Pitcher et al,? y las 11 cepas
restantes por el método de CTAB (Bromuro de cetil-trimetil-
amonio).?

Reaccion en cadena de la poliméerasa (PCR)

La tabla 1 muestra la secuencia, la posicion de acople y
la longitud esperada de los productos de la PCR con los
iniciadores utilizados para amplificar los genes ureC, cagA
y vacA. L.a concentracion utilizada para cada reaccién de
PCR estuvo enunrango de 10 a 25 pmoles/ | del iniciador.

NOMBRE INICIA- SECUENCIA DEL NUCLEOTIDO LOCALIZACKIN TAMANO DEL
DEL GEN DORES ENEL GEN PRODUCTO
DE PCR {pb)

UreC 93275 5-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3' 1293-1318 294
93276 5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3 1587-1563

CagA 93089 5-AATACACCAACGCCTCCAAG-3 2593-2612 400
93261 5-TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC~3 2992-2973

CagA cagA-1F 5-GATAACGCTGTCGCTTCATACG-3 1170-1191 409
cagA-2R 5-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA-3' 1578-1557

VacA VA1-F 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3' 797-1055 259

Regidn S1 VA1-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3

VacA VA1-F 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3 284-569 286

Regién S2 | VA1-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3

VacA VA7-F 5-GTAATGGTGGTTTCAACACC-3' 630

Region m1 | VA7-R B-TAATGAGATCTTGAGCGCT-3'

VacA VA4-F 5'-GGAGCCCAGGAAACATTG-3 976-1327 352

Region m2 | VA4-R 5'-CATAACTAGCGCCTTGCAC-%
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La PCR se llevd a cabo en un volumen de 25 pl de
reaccion. La mezcla de reaccién contenia: 10 mM Tris-
HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, 2.5 mM MgCl,, 0.01% de gelatina,
los deoxinucledtidos trifosfatos a una concentracién de
200 uM de cada uno, 1.5 U de Ampli-Taq Gold DNA
polimerasa (Perkin-Elmer) e iniciadores a una
concentracion entre 10 a 25 pmoles/l de cada uno. Se
utilizo 1 pl de ADN gendmico de H. pylori por mezcla de
reaccion.

Se realizaron las siguientes PCR:

1. PCR-ureC: El gen ureC es un gen estructural exclusivo
de H. pylori y la amplificacion permitié establecer que
las cepas aisladas eran efectivamente H. pyfori. Como
controles positivos se utilizaron las cepas NTCC1637
y NTCC12908 y como controles negativos, cepas de
enterobacterias ureasa positiva como Klepsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis y Escherichia coli.

Los iniciadores ureC 93275 y ureC 93276 reportados
por Labigne % fueron utilizados para amplificar un
segmento de 294 pb del gen estructural de la ureasa.
El programa utilizado para la PCR-ureC fue el siguiente:
desnaturalizacion 94°C por 1 minuto, acoplamiento a
60°C por 1 minuto y una extension a 72°C por 1 minuto
durante 35 ciclos.

2. PCR-cagA: para la amplificacién del gen cagA se
utilizaron dos parejas de iniciadores. La primera de
ellas fue reportada por Tummuru et al 7 y amplificd un
segmento de 400 pb (cagA 93089 y cagA 93261). La
segunda pareja de cagAF-AN2455 y cagAR-SN2456
donados por el Dr. Blaser (acceso a Gene Bank
L11714), amplificé 409 pb. El programa utilizado para
la PCR-cagA fue el siguiente: desnaturalizacion a 94°C
por 1 minuto, acoplamiento a 55°C por 1 minuio y
extension a 722C por 1 minuto durante 35 ciclos. Como
control positivo se utilizé la cepa de H. pylori NTCC1637
{cagA positiva) y como contrel negativo la cepa de H.
pylori NTCC12908 {cagA negativa).

3. PCR-vacA: para la tipificacion de los alelos de la
region s y de la region m del gen vacA, se utilizaron
iniciadores descritos previamente por diferentes
autores”?2 y donados gentilmente por los doctores
Douglas Berg, Department of Molecular Microbiology
and Genetics, Washington University School of
Medicine, St. Louis, Missouri, y Martin Blaser, Vanderbilt
University Schoof of Medicine, Nashville, Tennessee,
u.s.

El programa utilizade para amplificar la region s1y s2 fue
el siguiente: desnaturalizacién a 84°C por 1 minuto,
acoplamiento a 522C por 1 minuto y extensién a 729C por
1 minuto en 35 ciclos. El control pasitivo para la region s1
fue la cepa 60-190 y para la region s2 la cepa 88-22.
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El programa para la region m se hizo con una
desnaturalizacion inicial a 952C por 90 segundos seguida
de 36 ciclos con desnaturalizacién a 95°C por 30
segundos, acoplamiento a 56°C por 60 segundos y una
extension a 72°C por 90 segundos, y una extension final
a 72°C por 300 segundos. Como control positivo para ia
regiéon m1 se utilizé la cepa 60-190 y para la regidon m2, la
cepa 88-22.

Deteccion de los productos amplificados de ADN

Cantidades de 2 a 10 ul de cada mezcla de la reaccién
obtenida por PCR, se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa (1.5 — 2%) y se tifieron con bromuro de etidio.
Los patrones electroforéticos de las muestras amplificadas
fueron establecidos de acuerdo con el patron de bandas
de los marcadores moleculares de 123 pb DNA Ladder y
1Kb DNA ladder (Promegay).

RESULTADOS

De las 21 cepas de H. pylori aisladas de los pacientes con
enfermedad Ulcero-péptica (EUP), 15 (71.4%) fueron
aisladas de pacientes con ullcera duodenal (UD) y 6
(28.4%) de pacientes con Ulcera gastrica (UG).

La PCR para el gen ureC (PCR-ureC) amplificé un patrén
electroforético de 294 pb conforme a lo esperado para
los iniciadores ureC 93275 y ureC 93276 reportados por
Labigne y colaboradores (Figura 1).2
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Figura 1. PCR-urec de cepas de H. pylori aisladas de
pacientes con EUP: Lineas 1-7 muestran cepas urec + {294
pb); linea 8 control positivo y linea 9 control negativo. M:
Marcador molecular 123 pb DNA Ladder.

En la tabla 2 se muestra que la PCR-ureC amplificé el.
100% de las cepas aisladas y el microorganismo fue
observado en los cortes histolégicos de las 21 biopsias
de los pacientes demostrando que la bacteria cultivada
correspondia a H. pylori. Adicionalmente, se pudo
establecer que la prueba rapida de ureasa (CLO test)
detectd la presencia de la bacteria en la correspondiente
biopsia en solo 16 {76.2%) pacientes que fueron positivos
en el cultivo para H. pylori.
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Tabla 2. Comparacion de los métodos de PCR-urec, examen histolégicoy
prueba réplda de la ursasaen las cepas de H. pylorfaisiadas de los paclentes

coh enfermedad dlcero-péptica.
Resultada/métado PCR-ureC Examen Prueba
Histologico de ureasa
Positivo 21 21 16
Negativo 0 0 6

Deteccion del gen cagA

Las PCR-cagA amplificaron los fragmentos esperados de
400 pb y 409 pb para las parejas de iniciadores, cagA
93089-cagA 93261 y cagAF-AN2455-cagAR-SN24586,
respectivamente (Figura 2).

_--‘-- —
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Figura 2. PCR-cagAde H. pyloriaislado de pacientes con EUP.
Lineas 1-5,7 y 8 muestran cagA (+) (400pb), linea & cagA (-), linsa
9 control pesitivo. M: Marcador molecular 123pb DNA Ladder.

De las 21 cepas de H. pylori aisladas de pacientes con
EUP, 19 (90.5%) fueron cagA positivas y 2 (9.5%) fueron
cagA negativas. Las dos cepas cagA negativas fueron
sometidas & analisis adicionales con otras parejas de
iniciadores diferentes a los descritos en ia metodologia.
Ninguna de las PCRs adicionales realizadas amplificd el
gen cagA, ratificando el caracter negativo de las dos cepas
analizadas.

5 6 T 8 9

Figura 3. pcr-vacaregion s: Lineas 1-5y 7 muestran vacA s1
(259 ph), linea 6 muestra vacA s2 (286 pb). Linea 8 controf
vacA s1+y linea 9 control {-). M: Marcador molecular 123pb
DNA ladder
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Figura 4. PCR-vacaregién m: Lineas 1,3-8 muestran vacAm1
(630 pb), linea 2 muestra vacA m2 (352 pb). Lineas 10-12negativas.
M: Marcador molecular 1k DNA ladder,

Genotipificacion del gen vacA

La figura 3 muestra los productos de amplificacién de la
PCR-vacA para la region s (289 pb para s1 y 286 pb para
52) y lafigura 4 muestra la PCR-vacA de la region m (630
pb para m1 y 352 pb para m2).

Una completa genctipificacion dél gen vacA fue obtenida
en las 21 cepas de H. pylori y la distribucién del gen vacA
de acuerdo con el tipo de licera se describe en la tabla 3.

La genotipificacion de la region vacA mostré que de las
21 cepas de H. pylori, 17 (80.9%} fueron positivas para el
subtipo vacA s1 y 4 (19.1%}) para el sublipo vacA s2.

La subtipificacion de la regién vacA m mostré que 17
{80.9%) de las cepas de H. pylori fusron positivas para el
subtipo vacAm1 y 4 (19.1%} para el subtipo vacAm2.

Los resultados de las combinaciones de las regiones vacA
sy m, indicaron que 17 (80.9%) de las cepas de H. pylori
fueron del genotipo vacAs1m1 y 4 (19.1%) fueron genotipo
vacAs2m2. lLas otras combinaciones no fueron
detectadas.

Tabla 3. Distribucion del gen vacA en las cepas de H. pylori segtin el tipo de
tlcera

Tipoticera/Subtino vacA Simi sSam2

uD 12 (57.1%) 3 (14.3%)
UG 5 (23.8%) 1 ( 4.8%)
Total 17 (80.9%) 4 (19.1%)

Asociacion del gen cagA y vacA

La asociacién del gen cagA con los subtipos del gen vacA
es mostrada en la tabla 4. Las dos cepas cagA negativas
se asociaron al subtipo vacAs2ma2.

Seguin la presencia o ausencia del gen cagA asociado
con el gen vacA, los aistados clinicos de H. pylori pueden
ser divididos en dos categorias, cepas Tipo |y Tipo i (10).
Las cepas tipo | son definidas por la presencia del gen
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Tabla 4. Asoclacién del gen cagA con subtipos del gen vacA en cepas de H.
pyiloriaisiadas de pacientes con enfermedad dicero-péptica.

Subtipo vacA/gencagh CagA positivo CagA nogativo
S1m1 17 (81.0%) 0 (0.0%)
S2m2 2{ 9.5%)} 2 {9.5%)

cagA vy la produccion de citotoxina vacuolizante. De
acuerdo con esta definicion 19(90.5%) de las cepas de H.
pylori analizadas corresponden a la categoria Tipo |

Las cepas Tipo Il no poseen el gen que codifica cagA (no
producen la proteina cagA) y la citotoxina vacuolizante no
se produce o lo hace en baja concentracién. A esta
categoria corresponden 2 (9.5%) de las cepas de H.
pylori estudiadas.

DISCUSION

De los 73 pacientes con EUP que asistieron a la Unidad
de Gastroenterologia del Centro de Especialistas de
Risaralda se cultivaron 21 cepas de H. pylori y las cepas
cultivadas fueron estudiadas para detectar el gen cagA y
genotipificar el gen vacA.

Existe una gran cantidad de evidencia que afirma que la
diversidad genética de H. pylori puede tener una
relevancia clinica en el desarrollo de la EUP."#2 |os
grupos de investigaciéon en H. pylori han estudiado
diferentes genes como factores de virulencia; asi los
genes cagA, vacA y iceA han sido asociados con la
patogenicidad bacteriana.8®19222% Con base en lo anterior,
la deteccién del gen cagA y la genotipificacién del gen
vacA en cepas de H. pylori aisladas en pacientes de
Risaralda pueden ser utilizadas como marcadores de
virulencia y la presencia de uno u otro genotipo tendra
implicaciénes importantes en el desarrollo de !a infeccion.

La importancia de la deteccion del gen cagA radica en la
demostracion de que los pacientes infectados por cepas
de H. pylori cagA positivas usualmente tienen una
inflamacion mas severa y mayor dafio tisular, que los
pacientes infectados con cepas cagA negativas.'®'® Los
pacientes objeto del estudio fueron infectados por cepas
virulentas en un 90.5%. Al comparar estos hallazgos con
estudios en poblaciones de Europa y Estados Unidos
donde la prevalencia de H. pylori cagA positivos varid
entre 69 y 79%, mientras que en la poblacién asitica la
prevalencia varié entre 97% y 99% en pacientes con EUP,
los resultados obtenidos en el presente estudio estan en
un punto intermedio con respecto a las poblaciones
mencionadas. Para clarificar esta tendencia se necesitara
realizar estudios mas amplios en la poblacion colombiana.

Desde el punto de vista de la importancia del gen vacA,

existen reportes que han confirmado la relacién entre la
infeccién con cepas de H. pylori productoras de citotoxina
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y la EUP, mas aun con subtipos especificos del gen vac.*'®
Bajo este parametro, se acepta que las cepas de H pviori
con genotipo vacAs1 producen mayor concentracion de
citotoxina vacuolizante que las cepas vacAs2.''8% E|
subtipo vacAs7 fue el genotipo predominante en los
pacientes estudiados y teniendo en cuenta lo reportado
por otros investigadores para las cepas vacAs1,
encontramos que el 80.9% de las cepas de H. pylori
aisladas de los pacientes con EUP fueron cepas mas
virulentas.

Adicionalmente, el andlisis de la presencia de los subtipos
de H. pylori en la regién m del gen vacA ha sugerido que
las cepas vacAm1 estan asociadas con un mayor dafio
en el epitelio gastrico que las cepas vacAm2,18.18.19.22
Teniendo en cuenta que el 80.9% de las cepas estudiadas
fueron tipificadas como vacAm1, éstas pueden ser
consideradas mas patogénicas.

Después de hacer un andlisis individual de cada subtipo
detectado para vacA se puede ahora hacer un analisis de
la combinacion de las regiones s y m del gen vacA. Esta
combinacién determina probablemente la produccion
de la citotoxina y el dafo del epitelio gastrico. Existe
consenso en que las cepas VacAs1m1 producen elevadas
cantidades de citotoxina, %1922 y con base en lo anterior,
el 80.9% de los pacientes estudiados estaban infectados
por cepas del genotipo mas virulento, vacAsim1. Estos
resuftados estan de acuerdo con los reportados por otros
investigadores®®'® y con los resultados obtenidos por
Yamaoka con cepas de H. pylori de diferentes paises,
incluyendo cepas de origen colombiano que fueron
genotipificadas come vacAsla m1.

En conclusién, el 81% de las cepas de H. pylori aisladas
de pacientes con EUP en Risaralda fueron cagA positivas/
vacAsim1 consideradas como mas virulentas y que
pueden ser categorizadas como cepas H. pylori tipo |,
asociadas a un mayor riesgo para desarrollar EUP severa.
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SUMMARY

It was established the presence of gene cagA and its relation with gene vacA's
specific subtypes, in 21 strains of H. pyforicultivated from 73 patients with peplic
ulcer disease who asisted to the Centro de Especialistas de Risaralda
Gastroenterology Unit. From using the genomic DNA extracted from H. pyfori
strains there were done three PCR; PCR-cagA, PCR-ureC, and PCR-vacA. The
PCR-cagA detected that in 21 cultivated strains, 19 (90.5%) were cagA positive
and 2 (9.5%} cagA negative. Tha PCR-vacA showed that 17 (80.9%) were vacAs1
and 4 vacAs2 (19.1%), 17 (80.9%) were vacAm1, and 4 vacAm?2 {19.1%). The
results of the combination of vacA S and M regions show that 17 (80.9%) of H.
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pylonistrains were vacAS1M1 and 4 (19.1%) vacAS2M2. In conclusion, the 81%
oftha isolated H. pyloristrains from patient with peptic ulcer diseasa in Risaralda
were cagA positive/vacAS1M which are considered more virulent strains and
could be classified type |, which are related to a major risk to develop severe
peptic ulcer disease. The gene cagA detection and its relationship with an specific
gena vacA's subtype could be used 1o establish the virulence of a strain and the
pathogenic implications that it could have in the host.

Key words: Helicobacler pylori, ureC gene, cagA gene, vacA gene, PCR.
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