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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar y caracterizar parcialmente el gen hsbp47 de Helicobacter pylori ATCC
43504.

Objetivos Particulares

Obtener y purificar la proteina de superficie de 47.2 KDa con afinidad a sulfato de

heparina de Helicobacter pylori.

Identificar el gen hsbp47 codificante para la proteina de superficie OMP con funcion

de adhesina.

Comparar la secuencia de nucleétidos del gen hsbp47 entre las cepas de

Helicobacter pylori reportadas.

Proponer la secuencia de iniciadores para la amplificacion del gen hsbp47.

Vii



RESUMEN

El género Helicobacter agrupa alrededor de 20 especies reconocidas, con muchas
especies aguardando el reconocimiento formal. Los miembros de este género son todos
organismos microaerofilicos y en la mayoria de los casos son catalasa, oxidasa y
ureasa positivos. La infeccion por Helicobacter pylori afecta cerca del 50% de la
poblacién humana; de los casos infectados, 10-15% desarrollan Ulcera péptica y arriba
del 3% presentan cancer gastrico. Esto sugiere que alrededor del 7% de la poblacion
mundial eventualmente puede desarrollar enfermedad gastrointestinal asociada a H.
pylori. La erradicacion de la bacteria con el empleo de multiples farmacos, se asocia a
un mal cumplimiento de la terapia por parte del paciente, y el consecuente desarrollo de
resistencia antimicrobiana por parte del patégeno. Adicionalmente, una eficacia
inconsistente, farmacos que no son accesibles en la mayoria de la poblacion, costos
para su uso en gran escala, efectos adversos y el riesgo de reinfeccién, hacen
recomendable el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento, tales como vacunas.
En el presente trabajo se logré identificar el gen que codifica la proteina con afinidad a
sulfato de heparina (HSBP) de 47.2 KDa, que se ha demostrado participa en el proceso
de adhesion y se propone como candidato para el desarrollo de una vacuna. Mediante
comparacién con las secuencias de genomas reportados para este patdgeno, se
identificaron polimorfismos en el gen Ef-Tu y se proponen los iniciadores para la
amplificacion del gen, para una posterior clonacion del mismo, y se investigue su

eficacia como materia prima en la elaboracion de una vacuna contra H. pylori.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori coloniza el estbmago de aproximadamente la mitad de la poblacion
humana mundial, estd asociado con gastritis cronica, a menudo asintomatica en todos
los individuos infectados. Segun varios criterios, enfermedades gastricas mas severas,
incluyendo la enfermedad Ulcero péptica pueden ocurrir hasta en un 10-15% de las

personas infectadas (Backert y col., 2011).

A pesar de un descenso general en la incidencia de cancer gastrico, sigue siendo el
cuarto padecimiento mas comun y la segunda causa principal de muertes relacionadas
con cancer en todo el mundo. La patogénesis de los diversos casos clinicos es
multifactorial, incluyendo condiciones ambientales (principalmente dieta) que
desempefian a menudo un papel dominante influenciado por los factores del huésped,
especialmente aquellos que gobiernan la severidad de la respuesta inmune asi como la

virulencia del organismo de infeccion (Yamaoka, 2012).

La infeccion por H. pylori es generalmente adquirida en la infancia y persiste
durante toda la vida. La resolucion espontanea es rara, y por ello se necesita una
terapia dirigida. Es una bacteria Gram-negativa que coloniza bajo la capa de la mucosa
gastrica, se une fuertemente a las células epiteliales, incluso dentro de las mismas
donde la accién antibidtica esta deteriorada, y por lo tanto, curar dicha infeccién es
dificil. Se han propuesto diferentes combinaciones de antibioticos, administrados junto
con un inhibidor de la bomba de protones (PPl), en las Ultimas décadas.
Desgraciadamente, ninguna terapia disponible es capaz de erradicar el H. pylori en los

pacientes tratados.

El fracaso en la erradicacion de H. pylori puede ser debido a mutaciones o por la
adquisicion de genes acarreados en elementos genéticos moviles (transferencia
horizontal de gen); esto causa cambios en cada sitio de accion de la droga, y no puede
ser revertido aumentando la dosis o la duracion (Wu y col., 2012).

Se encontré que H. pylori se une con gran afinidad a glicosaminoglicanos como
heparina y sulfato de heparina, y a factores de crecimiento dependientes de heparina.

Los proteoglicanos son importantes en el desarrollo normal de la funcion celular,



coagulacion sanguinea, organizaciéon de la matriz extracelular, adhesion celular y
accion citoquina. El sulfato de heparina (HS) participa como una molécula de adhesion
uniendo las proteinas de la matriz extracelular (colageno, fibronectina y vitronectina) en
interacciones que pueden afectar la adhesion celular. Se ha demostrado que muchos
organismos usan la matriz extracelular como un medio de adhesion una vez que el

tejido esta dafiado (Ruiz-Bustos y col., 2001).

También se ha reportado que la inmunizacién oral de ratones BALB/c con HSBP
(Proteinas de unién a Sulfato de Heparina) suscita una respuesta inmune mucosa

especifica y sistémica (Ruiz-Bustos y col., 1999).

Por ello se considera la elaboracion de vacunas como una estrategia anti-adhesion,
y se propone probar diferentes adhesinas con afinidad a sulfato de heparina. De éstas,
las que se encontraron en mayor proporcion entre las cepas de Helicobacter pylori
fueron dos proteinas de superficie de 71.5 y 66.2 KDa y una proteina de membrana
externa de 47.2 KDa (Guzman-Murillo y col., 2001; Ruiz-Bustos y col., 2001). De esta
ultima HSBP de 47.2 KDa, se identific6 el gen que la codifica mediante la
caracterizacion parcial de la proteina en la cepa de H. pylori ATCC 43504, la
identificacion del gen hsbp47 y su analisis in silico para disefiar los cebadores

adecuados para ser amplificado.

El objetivo del presente trabajo, fue identificar el gen codificante para la proteina de
47.2 KDa con afinidad al sulfato de heparina, hacer estudios de alineamiento del gen
reportado para 10 cepas de H. pylori y proponer iniciadores para la amplificacion del
mismo, con perspectivas a futuros ensayos de clonaciéon y expresion en vias de un

disefio de una vacuna contra este patdgeno gastrointestinal humano.



ANTECEDENTES

Generalidades de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es un microorganismo espiral o curvo en condiciones 6ptimas, mide
0.5 x 5 um de longitud con 5 a 7 flagelos polares envainados. Esta morfologia
corresponde a la requerida por el bacilo para obtener una méxima motilidad dentro de la
mucosa del tracto gastrointestinal del huésped. Es una bacteria gram negativo con una
profusa produccion de ureasa lo que le favorece la sobrevivencia al ambiente acido del
estbmago, asi como la produccién de oxidasa y catalasa que ha sido asociado a su

sobrevivencia en las células polimorfonucleares (Hazell y col., 2001).

Se estima que al menos el 50% de la poblacion mundial padece de la presencia de
H. pylori; un estudio nacional de seroprevalencia, reportado en 1998 (Torres, 2005),
reporta que en 11,000 muestras de suero colectadas en México entre 1987 y 1988,
20% en nifios de 1 afio, y cerca del 50% con edad de 10 afios presentaban anticuerpos
anti-H. pylori. En los adolescentes, la prevalencia de la infeccion aumenta
dramaticamente y para los 20 afios, 70% de la poblacidn presenta estos anticuerpos.
En el 2013, Porras y col., hace el comparativo de seis paises latinoamericanos,

encontrandose en todos ellos una elevada seropositividad.

Enfermedades Asociadas

Gastritis Aguda y Croénica

La colonizaciébn con H. pylori virtualmente conduce siempre a la infiltracion de la
mucosa gastrica tanto en antro como corpus con neutréfilos y células mononucleares.
Esta gastritis crénica activa es la condicién primaria relacionada con la colonizacién por
H. pylori, y otros desérdenes asociados resultan en particular de este proceso

inflamatorio crénico (Kusters y Arnoud, 2006).

Enfermedad Ulcero-Péptica

Las Ulceras gastricas y duodenales se relacionan fuertemente con H. pylori, en reportes

iniciales de todo el mundo en la primera década después del descubrimiento de H.
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pylori, aproximadamente 95% de Ulceras duodenales y el 85% de Ulceras gastricas
ocurrieron en presencia de infeccién por este patégeno (Kusters y Arnoud, 2006). La
figura 1 enlista los factores que determinan que la infeccion por H. pylori derive en una

de las enfermedades asociadas.

Las Ulceras gastricas o duodenales (designadas comunmente Ulceras pépticas) se
definen como defectos en la mucosa con un diametro de por lo menos 0.5 centimetros,
que penetran a través de la capa muscularis mucosa. Las Ulceras gastricas ocurren
sobre todo a lo largo de la curvatura menor del estomago, particularmente, en la
transicion de mucosa del corpus al antrum. Las Ulceras duodenales ocurren

generalmente en el bulbo duodenal, que es el area méas expuesta al &cido gastrico.

Cancer Gastrico

Los paises con altas tasas de cancer gastrico tienen tipicamente una alta prevalencia
de la infeccion de H. pylori, mientras que una baja prevalencia en paises desarrollados
es paralelo al decremento en la incidencia del cancer gastrico. La infeccion por H. pylori
se adquiere principalmente durante la nifiez temprana, probablemente por ingestion oral
directa, y la infeccion persiste a través de la vida. La prevalencia esta estrechamente
ligada a los factores socioecondmicos, tales como bajo ingreso y educacion deficiente,
y a condiciones de vida tales como pobre saneamiento y hacinamiento durante la nifiez.
La asociacion entre la infeccion crénica por H. pylori y el desarrollo del cancer géastrico
esta bien establecida. En 1994, la agencia internacional para la investigacion del cancer
clasific6 a H. pylori como un carcinégeno de Tipo | en los seres humanos (Crew y
Neugut, 2006).

Mundialmente, la mayor tasa de mortalidad por cancer gastrico es observada en

Japon, la cual es 6 a 10 veces mayor que la de Estados Unidos (Tovar y col., 2001).

La mortalidad por cancer de estbmago ha ido en decremento en algunos paises,
mientras que en Meéxico se observa que se ha incrementado constantemente desde

1980, principalmente en el sexo masculino (Tovar y col., 2001).
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Figura 1. Representacion esquematica de los factores contribuyentes a la patologia
gastrica y consecuente enfermedad asociada a H. pylori (Kusters, 2006).



Factores de Virulencia

La tabla | muestra los principales factores de virulencia empleados por H. pylori, siendo
considerado uno de los mas importantes, la Toxina vacuolizante (VacA), que causa
vacuolizacion del citoplasma en las células epiteliales gastricas. Otro factor bien
caracterizado es el antigeno asociado a citotoxina (CagA), que es codificado por uno de
los genes situados en la isla de patogenecidad cag (PAI). Las cepas que expresando
vacAsl y/o cagA estan presentes en una frecuencia mas alta en pacientes con Ulceras
duodenales, gastritis atrofica y carcinoma gastrico, se refieren como cepas tipo I. En
cambio, las cepas tipo Il, que carecen del gene cagA, presentan una forma no toxica de
VacA y se consideran menos virulentas. El antigeno del grupo sanguineo de unién a
adhesina (Bab A) codificado por el gen babA2, se ha demostrado que media la
adherencia de H. pylori al antigeno de grupo sanguineo de Lewis b en las células
epiteliales gastricas humanas. El anclaje puede facilitar la colonizacion por H. pylori y la
entrega eficiente de los factores de virulencia tales como VacA o CagA a las células
huésped, dando como resultado la inflamacion gastrica severa (Sicheng Wen y col.,
2007).

Métodos de Deteccidn

Aun y cuando existe discrepancia entre los autores en la clasificacion de estos
métodos, a continuacion se muestran los mas representativos agrupados en funcion del
grado de invasividad del método clasificandolos en invasivos y no invasivos.

La tabla Il muestra un comparativo de los distintos métodos de diagndstico
disponibles para la identificacion de H. pylori, mostrando las caracteristicas tipicas de

cada uno.



Tabla I. Factores de virulencia de H. pylori (Andersen y Wadstrom, 2001).

FACTOR DE VIRULENCIA EFECTO
Colonizante:
Flagelos Movimientos activos a través de la mucina
Ureasa Neutralizacion de acido
Adhesinas Anclaje de la bacteria al epitelio

Dafo a tejido:

Enzimas proteoliticas

Glucosulfatasa degrada mucina

Citotoxina 120Kd (Gac A)

Relacionada a Ulcera y gastritis severa

Citotoxina vacuolizante (Vac A)

Dafio al epitelio

Ureasa

Efecto téxico en células epiteliales,
rompiendo uniones estrechas

Fosfolipasa A

Digestion de fosfolipidos en las
membranas celulares

Alcohol dehidrogenasa

Dafo a la mucosa gastrica

Sobrevivencia:

Vigilancia intracelular

Previene muerte en fagocitos

Superoxidodismutasa

Previene fagocitosis y muerte

Catalasa

Previene fagocitosis y muerte

Formas cocoides

Forma durmiente

Proteinas de choque térmico:

Ureasa

Antigeno sheathing

Otros:

Lipopolisacarido

Baja actividad biolégica

Homologia grupo sanguineo
Lewis X/Y

Autoinmunidad




Tabla Il. Diagnéstico de la infeccion por Helicobacter pylori (Kusters, 2006).

Método diagndstico

Sensibilidad y
especificidad *

Aplicacion tipica

Caracteristicas

Métodos Invasivos

“Estandar de oro” de rutina

Requiere un patdlogo experto; también

Histologia >95% . . i
g ° en hospitales proporciona datos histologicos

, o , ” . Requiere de un microbidlogo experto; permite

Cultivo de biopsia >95% “Estandar de oro” alternativo d . . g. p P
probar la sensibilidad antimicrobiana
Prueba de ureasa ~00% Prueba rapida de adecuado | Requiere una prueba adicional de
rapida (CLO) ° costo- beneficio confirmacion de H. pylori
Métodos no Invasivos
Prueba de urea en . . Prueba muy util y sencilla; requiere de equipo
. >95% “Estandar de oro” alternativo y y . a quip
aliento (UBT) altamente especializado
Prueba de antigeno , : Prueba simple pero puede no ser confiable para
g >90% Aln no se usa ampliamente _,p Pero p . P
fecal la evaluacion del tratamiento
. Principalmente para Confiabilidad escasa; no discrimina entre

Serologia 80-90% P P

estudios epidemiolégicos

infeccion activa o pasada

*Rango global, dependiendo de variaciones regionales y sujetos.




Tratamiento

La erradicacion de la infeccion de H. pylori es el medio mas eficaz para curar la
enfermedad Ulcero péptica y prevenir posibles episodios recurrentes. Los regimenes de
tratamiento mas comunes incluyen un inhibidor de la bomba del protones méas dos de
los agentes antimicrobianos siguientes: amoxicilina, claritromicina, metronidazol o
tetraciclina (Torres y col., 2001). La tabla Ill muestra las principales terapias disponibles
para el tratamiento de la infeccion siendo las combinadas las que mejores resultados
han arrojado, sin embargo los costos y los severos efectos secundarios han sido las

principales razones para la generacion de cepas resistentes a estos farmacos.

Resistencia a Antibidticos

Como se menciond anteriormente, el tratamiento empleado para la erradicacion de H.
pylori tiene los inconvenientes de ser agresivo y prolongado, aunado a esto han sido
descubiertas cepas multidrogo- resistentes. La alta expresion del gen hefA que codifica
para una bomba de flujo multidroga, desempefia un papel importante en la MDR
(multidrogorresistencia) de H. pylori, por lo que dicho componente necesita ser
considerado al determinar mecanismos de resistencia en H. pylori (Zhi-Qiang y col.,
2008). Se han observado en estudios realizados en Estados Unidos tasas de
resistencia a antibiéticos mas altas en las cepas pediatricas de H. pylori comparadas
con las aisladas de adultos, particularmente resistencia a los macrdlidos (Tolia, 2000;
Kato y col., 2002).

La resistencia antimicrobiana de H. pylori en aislados clinicos es extensa, varia afio
con afio, y los aislados resistentes son mas comunes entre la raza negra (Duck y col.,
2004).
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Tabla Ill. Regimenes terapéuticos aprobados por FDA en tratamiento de H. pylori (Dunn, 1997).

Régimen (Dosis) Durzt;lgrlggige la % de Erradicacion AproFbSAd§ por

Triple terapia con Bismuto
Tetraciclina HCI (500 mg qgid) + Metronidazol (250 2 semanas 85 Si
mg qid) + Subsalicilato de Bismuto (2 tabletas qid)

Terapia dual
Claritromicina (500 mg tid) + Omeprazol (40 mg 74
dlaglo) 2 semanas Si
Claritromicina (500 mg tid) + Citrato bismuto de g2
ranitidina (400 mg bid)
Regimenes de terapia triple
Metronidazol (500 mg bid) 6 Amoxicilina (1 g bid) | Sgé“rﬁgﬁafos %0 - ro'\éc;dén
+ Claritromicina (500 mg bid) + Omeprazol (20 mg referentemente) gndiente)
bid) 6 Lansoprazol (30 mg bid) P P
Citrato Bismuto de ranitidina (400 mg bid) + 2 semanas 90 NoO

Claritromicina (500 mg bid) + Amoxicilina (1 g bid)

* bid, dos veces al dia; tid, tres veces al dia; gid, cuatro veces al dia.



Nuevas Estrategias: Perspectiva de Vacunas

Se esta desarrollando en forma extensiva investigacion para obtener una vacuna contra
H. pylori que tendrd (a) uso profilactico para prevenir la infeccion y (b) uso terapéutico
para suprimir una infeccion en curso. Como la colonizacion de H. pylori ocurre durante
la nifiez, los infantes se pueden considerar como la poblacion blanco para los
programas profilacticos de vacunacion, mientras que los adultos con infeccion de H.
pylori son candidatos a recibir las vacunas para los propdsitos terapéuticos (Kabir,
2007).

Recientemente la vacunacion sistémica clasica usando tres antigenos clave de de
H. pylori (GacA, VacA y NAP) se ha desarrollado con algunos resultados alentadores
(Del Giudice y col., 2001).

Algunos estudios de vacunacion que implican a una pequefia cantidad de seres
humanos infectados o no infectados con varias formulaciones de H. pylori tales como la
ureasa recombinante, células enteras muertas y vectores vivos de Salmonella que
presentaban la subunidad de los antigenos no han proporcionado resultados
satisfactorios. Un ensayo que utilizé la ureasa recombinante de H. pylori coadministrada
con la enterotoxina nativa de Escherichia coli (LT) demostré una reduccion de la carga
H. pylori en participantes infectados. Aunque estudios extensivos en modelo de ratén
han demostrado la viabilidad de inmunizaciones terapéuticas y profilacticas, el
mecanismo de la proteccion inducida por vacunas es mal entendido pues varios

factores tales como inmunoglobulinas y varias citoquinas no contribuyen a la proteccion.

Los andlisis de Transcriptoma en ratones han indicado el papel de factores inmunes
no clasicos en la proteccion vacuna-inducida. Se ha sugerido el papel de las células de

T reguladoras en la persistencia de la infeccion de H. pylori (Kabir, 2007).

HSBPs de Helicobacter pylori como Candidato de Vacuna

Diferentes estudios han demostrado que la heparina, sulfato de heparina (HS) y otros
glicosaminoglicanos (GAGS) estan involucrados en la unidon de varios virus especificos y

microorganismos patogenos a las células eucaridticas (Freverty col., 1997).
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En estudios realizados por Ascencio y col. (1993, 1995), encontraron que H. pylori
se une con gran afinidad a glucosaminoglicanos tales como la heparina, sulfato de
heparina y a factores de crecimiento dependientes de heparina. El proteoglicano sulfato
de heparina participa como una molécula de adhesion uniendo las proteinas de la
matriz extracelular (colageno, fibronectina y vitronectina) en interacciones que pueden
afectar la adhesion celular (Love y col.,, 1993; Noel y col.,, 1994). La union del
glicosaminoglicano sulfato de heparina a las células de H. pylori ha sido propuesta

como candidata para una terapia antiadhesion (Ljungh y col., 1996).

Guzman y col. (2001) demostraron que proteinas fijadoras de sulfato de heparina
(HSBP) estan involucradas en la adherencia de H. pylori a células HeLa y Kato llI,
retando los cultivos celulares de éstas con H. pylori previamente incubado con IgG de

conejo anti-HSBP, resultando una inhibicion significativa de la adherencia bacteriana.

En 2000, Ruiz-Bustos y col. demostraron que la inmunizacion oral de ratones
BALB/c con una vacuna compuesta de HSBP de H. pylori prevenia la colonizacion
bacteriana de la mucosa intestinal por una cepa de H. pylori adaptada a ratén. Se
encontré una reduccion en la adhesion de la bacteria al tracto gastrointestinal de cerca
del 100% en ratones no vacunados a un 6.6% en el grupo inmunizado por un complejo
HSBP-CTB (subunidad B de la toxina colérica). De esta forma, se demostro la
factibilidad de llevar estudios posteriores para la evaluacion de este grupo de proteinas
como parte de una estrategia para la prevencién o incluso posible tratamiento de
infecciones gastrointestinales asociadas a H. pylori. Altos niveles de IgG anti-HSBP de
H. pylori fueron encontrados en suero de ratones inmunizados. La respuesta inmune de
IgA en mucosa contra HSBP de Helicobacter pylori fue detectado en el suero de
ratones inmunizados, asi como en el moco intestinal y secresiones biliares. Estos
descubrimientos sugirieron que el inmunégeno HSBP-CTB es capaz de prevenir la
infeccion en ratones BALB/c, bloqueando las adhesinas HSBP de H. pylori, y en
consecuencia previniendo la adhesion de la bacteria a las células gastricas (Ruiz-
Bustos y col., 2001).

Ruiz-Bustos y col.,, en 2001 aislaron y caracterizaron las HSBP de H. pylori

encontrando que la bacteria produce principalmente dos proteinas extracelulares (71,5
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KDa, pl 5,0 y 66,2 KDa, pl 5,4) y una proteina de membrana externa OMP (47,2 KDa)

que exhibio una fuerte afinidad por el proteoglicano.

La Clonacion como Herramienta para Obtencidon de Proteina

La clonacién del DNA permite seleccionar una copia de cualquier secuencia de RNA o
DNA entre millones de otras secuencias de una célula, produciendo cantidades
ilimitadas de ella en forma pura. Las secuencias de DNA son amplificadas después de
cortar el DNA cromosdmico con una nucleasa de restriccion e insertar los fragmentos
resultantes en el cromosoma de un elemento genético autorreplicante (plasmido o
virus). Si se utiliza un plasmido como vector, la biblioteca gendémica de DNA resultante
se mantiene dentro de millones de células bacterianas cada una de las cuales porta un
fragmento diferente de DNA clonado. La colonia portadora del fragmento de interés se
identifica mediante hibridacion con una sonda DNA o después de expresar el gen
clonado en la célula huésped, mediante un sistema que detecte el producto génico
deseado. Las células de la colonia identificada se dejan proliferar produciendo grandes
cantidades de DNA deseado (Alberts y col., 2002). Existen diferentes métodos para
lograr la transfeccion del constructo en la célula ya sea por medio de fagos,
transformacién balistica, fusibn de membranas, iontoforesis (por una micropipeta) o
electroporacién (abrir poros en la membrana) éste ultimo ampliamente utilizado. Una
vez obtenido el gen de interés, es posible acceder también al producto de su expresion

en grandes cantidades.

A pesar de que han transcurrido mas de 15 afios desde el descubrimiento de
Helicobacter pylori, no se ha desarrollado una monoterapia antimicrobiana o vacuna
efectivas, (Ruiz-Bustos y col., 2001). Actualmente se utilizan antibioticos para erradicar
el H. pylori. Sin embargo, el tratamiento tiene varias desventajas pues han emergido
cepas antibidtico-resistentes. Ademas, los indices de reinfeccion siguen siendo altos en
las regiones endémicas. La conformidad del paciente también puede ser problematica
debido a la alta ingesta de gran cantidad de tabletas que puedan causar efectos

secundarios tales como dolor abdominal, ndusea, y diarrea (Kabir, 2007).
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Se ha demostrado la factibilidad de llevar a cabo estudios para la evaluacion del
grupo de proteinas HSBP como parte de una estrategia para la prevenciéon o incluso
posible tratamiento de infecciones gastrointestinales asociadas a H. pylori (Ruiz-Bustos
y col., 2000).

Hasta ahora se ha trabajado con HSBPs obtenidas de los sobrenadantes de
cultivos bacterianos o de extractos generados de proteinas de superficie, sin embargo
dado lo lento de su crecimiento y sus requerimientos nutricionales no se consideraria
viable emplear esta estrategia para la generacion de la materia prima para la
elaboracion de una vacuna, por lo que seria conveniente disponer por medio de la
clonacion del gen hsbp, de una fuente abundante y rapida de HSBPs para la
elaboracion de wuna vacuna eficaz que contribuya a establecer medidas
inmunoprofilacticas contra los padecimientos asociados a H. pylori. El éxito de esta
propuesta, redundara ademas de lo sefialado, en la reduccion de costos para esta linea
de investigacion.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Helicobacter pylori ATCC 43504

Se realizé un control de calidad de la cepa previo al cultivo, para éste se sembré una
asada de Helicobacter pylori ATCC 43504 en placas de Agar GAB-CAMP (GC, BBL)
suplementado con 8.5% de sangre humana lisada (80°C, 20 min), 10% de suero
inactivado de caballo (56°C, 30 min), 0.05% de hidrocloruro de cisteina y los siguientes
antibioticos: vancomicina 6 pg/mL, acido nalidixico 20 pg/mL y ketoconazol 3 pug/mL, a
37°C por tres dias en condiciones de microaerofilia. Las colonias resultantes se
resembraron en caldo Brucella con 10% de suero de caballo y suplemento
antimicrobiano, se incubaron a las condiciones anteriormente descritas y se cosecharon

y conservaron a -20°C hasta que se utilizaron para el aislamiento de proteinas.

Extraccion de Proteinas de Superficie

Se recolectaron las células del cultivo y se sometieron a centrifugacion a 2,500 xg por
15 minutos. El boton celular obtenido se resuspendid y agit6 en 10 mL de agua
destilada, y se mantuvo por 1 hora en un oscilador a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo la solucion se centrifugd a 2,000 xg por 30 min, y se realiz6 el mismo
procedimiento para la extraccién con Urea 3 M. Después de transcurrido este tiempo los
dos sobrenadantes obtenidos (tanto de agua como de urea) se sometieron a dialisis
contra bicarbonato de amonio (NH;HCO3; 0.01M) a pH 5 por el transcurso de 1 semana,

haciendo cambios de bicarbonato, aproximadamente cada 8 h.

Purificacion y Caracterizacion Parcial de la HSBP47.2 de Superficie

Cromatografia de Afinidad

Las fracciones proteicas obtenidas a partir de los sobrenadantes de los cultivos
liquidos, se sometieron a un procedimiento cromatografico de afinidad a heparina. Se
diluyeron las muestras 1:1 en acetato sodico 0.1 M (pH 5.0) y se filtraron a través de
membranas de 0.45 um. Se aplicaron muestras de 1 mL a una columna Hi-Trap de
heparina de 5 mL previamente equilibrada con acetato sédico 0.1 M (pH 5.0) a un flujo
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de 1 mL/min. Las proteinas adsorbidas se eluyeron con cloruro de sodio 2 M bajo el
mismo flujo, para recolectarse fracciones de 1 mL. Finalmente se lavo la columna con
hidroxido de sodio 0.01 M y se regenerd con agua destilada y acetato de sodio 0.1 M.
Las fracciones recolectadas fueron extensivamente dializadas contra bicarbonato de

amonio 0.1 M y almacenadas a -20°C hasta su uso.

Se cuantifico la proteina obtenida en las distintas fracciones de los dializados mediante
el método Bradford, utilizando un estandar de albumina de suero bovina (BSA) con 1.42
mg/mL. Las fracciones se diluyeron 1:2 en PBS 1x y se leyeron en un espectrofotometro
a A =570 nm.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras se sometieron a electroforesis de acuerdo al método de Laemmli,
empleando el sistema Mini-Protean Il de Bio-Rad. Se desnaturalizaron las muestras por
7 min a 100°C en regulador (Tris-HCI 0.6 M, pH 6.8, 10% glicerol, 10% SDS, 5% -
mercaptoetanol y 0.05% azul de bromofenol). Los extractos conteniendo entre 5y 10 g
de proteina total, asi como marcadores de masa molecular, se aplicaron a un gel
discontinuo de poliacrilamida, separados a 80V por 2 horas y se tifieron con azul de
Coomasie R-250.

Ensayo DOT BLOT

Se realizaron ensayos Dot Blot con el fin de conocer las diluciones Optimas de
anticuerpos anti HSBP de raton a ser utilizadas en el ensayo Western Blot. Para ello se
utilizaron concentraciones proteicas de 1 pug/uL. Como anticuerpo primario se utilizé el
tercer sangrado de la inmunizacion en ratén con la cepa CD1 anti HSBP de H. pylori
ATCC 43504. Como control negativo se uso6 suero preinmune de la cepa CD1. Para el
anticuerpo secundario, se hicieron diluciones partiendo de una solucion patréon 1:100 de
anti IgG de cabra anti-raton peroxidado. El revelado de las manchas fue por la técnica
de quimioluminiscencia empleando una mezcla 1:1 de luminol- H,O, y un tiempo de 30

segundos.
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Transferencia Electroforética

Previo al ensayo Western blot se transfirieron las HSBP de los geles de poliacrilamida a
membranas de nitrocelulosa. Las HSBP se utilizaron en concentraciones minimas de
200 pg. Las membranas se tifieron con Rojo Ponceau para evidenciar la proteina. Para
la transferencia se empled el método semi seco utilizando el equipo HEP-1 semi-dry-

blotter 20x20 cm a 120 mA, amperaje constante, por un periodo de 45 min.

Western Blot de HSBP

Primeramente las HSBP transferidas a la membrana de nitrocelulosa fueron bloqueadas
con BSA 0.1% y leche descremada al 5% en PBS 1x por una hora. Los lavados se
realizaron con PBS 1x. El siguiente paso fue la incubaciéon por dos h de la membrana
de nitrocelulosa con una dilucion 1:4000 de suero anti HSBP de raton, cepa CD1
(anticuerpo primario). Posteriormente se hicieron 5 lavados con PBS 1x-Tween 20,
0.05% (PBS-T) por 5 min cada uno. Como control negativo se utilizé suero preinmune
de raton, anti HSBP cepa CD1. Posterior a los lavados se procedié a la incubacién por
2 h con el anticuerpo secundario consistente en una dilucion 1:60 000 de anti Ig G de
cabra anti- ratén peroxidada. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T
y finalmente se reveld la reaccién por la técnica de quimioluminiscencia empleando una

mezcla 1:1 de luminol-H,O, y un tiempo de 30 segundos.

Determinacién del Punto Isoeléctrico

Las muestras de proteina se ajustaron a una concentracion de 5- 10 pg/mL en el buffer
de muestra (urea 9,5 M, tritdn X-100 2%, anfolina 5-10 2%, ditiotreitol 50 mM) antes del
punto isoeléctrico (Pl). Se preparo el gel con 5% de acrilamida y un rango de pH de 3-
10 y se colocé en una camara electroforética horizontal. Se cargaron las muestras y
estandares del Pl en el gel para correrse a 500V y 250 mA por 3h. Posteriormente se
tind el gel con Azul Coomasie R-250 y las mediciones se calcularon de una curva
estandar de acuerdo con la distancia de migracion de los estandares del PI. Se corrio

un segundo gel para punto isoeléctrico y se transfiri6 a membranas de Immobilon
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(Millipore) a las cuales se les agregd HS-POD (Sulfato de heparina marcado con
peroxidasa).

Secuenciacion de Aminoacidos

Las proteinas se corrieron en electroforesis con el equipo Protean (Biorad) siguiendo el
protocolo descrito anteriormente y se transfirieron a membranas Immobilon para tefirse
posteriormente con Azul Coomasie. Las bandas de las HSBP se cortaron y decoloraron
con una mezcla de metanol-acido acético-agua destilada (5:1:4) y se enjuagaron
vigorosamente con agua destilada para posteriormente procesarse por el método
descrito por Schevchenko (2006) que consiste en la digestion de los péptidos por
tripsina. Los péptidos digeridos se almacenaron a -70°C y se enviaron a analizar para
determinar la secuencia de aminoacidos por el método de espectrofotometria de
masas-masas (LC-MS/MS), que se realizo en la Universidad de Arizona, Laboratorio de
Protedmica del Instituto BIOS.

Identificacion del gen hsbp47

Conjuntando la informacién obtenida referente a la masa molecular, pl y secuencia de
aminoacidos, ésta se comparé con los bancos de datos de dos secuencias completas
del genoma de H. pylori reportadas, para identificar el gen que codifica para la HSBP
47.2.

Comparacion del Gen hsbp47

Se realizd un analisis in silico del gen hsbp47.2 mediante el paguete Fast PCR en el
que se incluyeron los genomas de diez cepas de H. pylori reportadas en el GenBank,
las cuales son: 26695, 299, B8, B38, G27, HPAG1, P12, PeCan4, Shi470 y SIJM180. Se
disefiaron los primers para la amplificacion del gen por medio del programa
mencionado, proponiéndose aquellos que cumplieran con un reconocimiento de todas
las cepas, que tuvieran una (Tm) temperatura de hibridacion adecuada y que los

productos de PCR generados tuvieran un tamafio adecuado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo y Purificacion de HSBP

Primeramente se realiz6 una caracterizacion bioquimica y morfologica verificandose
satisfactoriamente el estado axénico del cultivo de H. pylori. En la figura 2 se presentan

los resultados de la verificacién de la cepa de referencia empleada (ATCC 43504).

Posteriormente se inicid la extraccion de proteinas HSBP totales de H. pylori
mediante cromatografia de afinidad a heparina con la obtencion de un dializado, el cual
fue sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) para lograr la separacion de las HSBP por masa molecular y obtener
aguella de 47.2 KDa. La figura 3 corresponde al cromatograma donde se observa la
obtencion de dos fracciones de proteina entre los 10-15 min (no adheridas) y 40-45 min
(HSBP), patrén que corresponde al reportado previamente, para la cepa 25 (Ruiz-
Bustos y col., 2001).

Caracterizacion de HSBP47.2

Las fracciones obtenidas de la cromatografia se dializaron con NH4;HCO3; 0.1 M por 16
dias, posteriormente se liofilizaron resuspendieron en agua deionizada. El
cromatograma de la figura 3 presenta las proteinas HSBP eluidas en el pico
comprendido entre las fracciones 21 y 29, después de la adicién de NaCl 2 M, acorde a

los resultados descritos previamente (Ruiz-Bustos y col., 2001).

Al cuantificarse la proteina por el método Bradford, se calculé una concentracion
promedio de proteina de 1.53 mg/mL en los cultivos realizados. La tabla 4 concentra las
cantidades en mg de proteina obtenida de cada uno de cuatro cultivos bacterianos de
H. pylori ATCC 43504, en dos fases de purificacion: la extraccion de proteinas de
superficie y la cromatografia de afinidad a heparina. Puede observarse que el
rendimiento de HSBP por cultivo, es menor al 1% lo que justifica la busqueda de
alternativas para la produccion en masa de estas proteinas, como se logra mediante las

técnicas de expresion heterdloga lograda mediante clonacion.
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Figura 2. Resultados de la verificacion de la cepa ATCC 43504 de H. pylori: A) Tincién
Gram; B) Prueba de Ureasa; C) Prueba de Catalasa; D) Hemdlisis en agar sangre; E)
Prueba de Oxidasa.
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Figura 3. Cromatograma de afinidad. Obtencién de HSBP observandose a partir de la
elucién con NaCl 2M en la fraccion 20 el pico correspondiente a las fracciones de
HSBPs. El pico denotado por las fracciones 2 a 19 corresponde a proteinas que no se
unieron a la columna de Sulfato de Heparina HiTrap.
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Tabla IV. Obtencion de HSBP. Estimaciones del peso (mg) de cuatro muestras, tanto
proteinas de superficie total, proteinas obtenidas de cromatografia y el porcentaje total
de HSBP.

Cromatografia de
afinidad a heparina

(mg)

HSBP Totales
(%)

Proteinas de

Muestra ¢ herficie (mg)

Il 1,937.3 15 0.078

A\ 1,986.0 5.1 0.257
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Al realizar los ensayos de electroforesis segin el método descrito por Laemmli
(1970), con el fin de buscar la proteina de interés, se lograron visualizar bandas de
97.4, 66.2, 57.0, 47.2, 45 y 31 KDa como se observa en la figura 4, correspondiendo
todas ellas a HSBP de superficie, producidas por H. pylori cepa ATCC 43504 y siendo
las previamente reportadas para la cepa 25 de este patégeno, aislada de un paciente
sueco con cancer gastrico (Lopez-Bolafios y col., 2009; Ruiz-Bustos y col., 2001). Estas
también han sido reportadas por Campa-Viramontes y Rodriguez-Romero (2010) y
Vega-Montoya (2010) al comparar HSBP extraidas de 4 cepas diferentes de H. pylori
(ATCC 43503, 25, y en dos cepas aisladas de pacientes del Hospital General del
Estado de Sonora).

Aqui también resulta evidente que la HSBP 47.2 es la de menor proporcion en la
cepa 43504 de H. pylori, sin embargo su papel en el mecanismo de adhesion ha sido
demostrado en el 2009 por Lépez-Bolafios y col. En éste trabajo, se demostro inhibicion
de la adhesidbn de H. pylori a células Kato Il y HeLa S3, al preincubar al
microorganismo con anticuerpos generados contra la HSBP de 47.2 KDa. Aln mas,
demostraron que la presencia de anticuerpos logra separar la union entre H. pylori y las
células HeLa S3 y Kato lll; esto asimismo apoya los hallazgos realizados por Guzman-
Murillo y col. (2001) y Camacho-Arellano (2012), quienes proponen que la generacién
de anticuerpos anti-HSBP no sélo induce una respuesta inmune preventiva, Sino

también correctiva para el tratamiento inmunolégico de infecciones activas por H. pylori.

Inmunodeteccion de HSBP

Para definir las concentraciones adecuadas a utilizar en el Western blot, se realizaron
previamente ensayos inmunoblot (figura 5), donde se determind utilizar una dilucién
1:4000 de anticuerpo primario y 1:8000 de anticuerpo secundario. Se utiliz6 como
anticuerpo primario antisuero de raton obtenido del tercer sangrado de la inmunizacion
de ratones cepa CD1 (anti-HSBP) H. pylori ATCC 43504 (Campa-Viramontes y
Rodriguez-Romero, 2010) y como anticuerpo secundario anti IgG de cabra anti-raton

ligado a peroxidasa de rabano.
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida de HSBP purificadas de H. pylori ATCC
43504. 100 volt constante por aproximadamente 1.5 hr. Geles tefidos con Azul
Coomasie.
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Para control negativo se empled el suero preinmune de ratén cepa CDL1. El revelado
de la reaccion se realizdé por quimioluminiscencia utilizando una mezcla 1:1 luminol-

peréxido de hidrogeno en un tiempo de 30 segundos.

Previo al ensayo Western blot se realizé una electrotransferencia de muestras
HSBP (por lo menos 200 pg de concentracion) en geles al 15% de poliacrilamida a
membranas de nitrocelulosa y para evidenciar la transferencia se tifieron las
membranas con rojo de Ponceau. La transferencia se llevé a cabo en un equipo HEP-1
semi-dry blotter de 20 x 20 cm a 120 mA, amperaje constante, por 45 min. Una vez
evidenciada la transferencia de las HSBP, se realiz6 el Western blot bloqueando las
proteinas en la membrana con leche semidescremada 5% en PBS 1x-Tween 20 0.05%
por 5 min. El ensayo se llevo a cabo bajo las mismas condiciones que el ensayo de

manchas (figura 6).

Ensayo de Doble Dimension de HSBP de H. pylori ATCC 43504

Se realiz6 un ensayo de doble dimensién para conocer el punto isoeléctrico de la
proteina de interés. Se utilizd el equipo BioRad Protean Il gel system, con una
concentracion proteica minima de 200 pug de HSBP en tiras de isoelectroenfoque de 7
cm y un rango de pH de 5-8. La corrida electroforética SDS-PAGE se realizd en gel de
15% acrilamida a 200 volts por un periodo de 2 h. Posteriormente, el gel fue tefiido con

tincién de plata.

Se observé una mancha correspondiente a la proteina de 44.7 KDa con un pl de
5.6 en concordancia con lo reportado por Ruiz-Bustos y col., 2001 (figura 7). Estas
caracteristicas coinciden con las reportadas previamente por Utt y Wadstrom (1997), en
su estudio de caracterizacion bioquimica de adhesinas de H. pylori, donde demostraron
que la adhesion al sulfato de heparina se lleva a cabo a pH entre 4 y 6, similar a las
condiciones ambientales donde el microorganismo se desarrolla en su nicho natural

(mucosa gastrica).
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Figura 5. Ensayo para definir las concentraciones adecuadas a utilizar en el ensayo de
inmunodeteccion. Se utilizé suero de ratén inmune contra cepa H. pylori ATCC 43504
como anticuerpo primario positivo y como control negativo el suero preinmune contra la

misma cepa. Se indica en un circulo, las condiciones seleccionadas para las pruebas.
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Figura 6. Western Blot de HSBP de Helicobacter pylori ATCC 43504. Carril 1 presenta
bandas de HSBP que coinciden a las reportadas para la cepa 25 por Ruiz-Bustos y col.

(2001). Carril 2, control negativo. La HSBP 47.2 es sefialada por la flecha.
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Figura 7. Punto Isoeléctrico de HSBPs aisladas de H. pylori 43504. Aplicacion proteica
de HSBP 200 pg. IEF, isoelectroenfoque pH 5 - 8. Electroforesis SDS-PAGE en gel al
15% de acrilamida tefiido por tincién plata. Se indica con la flecha inferior, la proteina de

interés, con una masa molecular de 47.2 KDa y un pl de 5.6.
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Identificacion de la Proteina HSBP47.2 de Helicobacter pylori ATCC 43504

Para identificar a la proteina HSBP de 47.2 KDa se emple6 el péptido detectado
mediante espectrometria de masas-masas (LC-MS/MS), determindndose dos
secuencias de aminoacidos de péptidos internos: DFLREKGLSK y AAAMKPQVLD.

Posteriormente, se realizé una busqueda en el GenBank, se encontr6 homologia a
la molécula con numero de acceso P55975 en la base de datos Uniprot, y AAD08595.1
en GenBank y se obtuvo la secuencia de nucledtidos de la proteina HSBP de 47.2
reportada para la cepa 26695 (figura 8). La proteina de estudio se encuentra en
GenBank con el nombre de Factor de Elongacién en la Traduccién Ef-Tu. Esta es una
proteina de 355 amino&cidos reportada para esta cepa, lo que corresponde a una
molécula de masa molecular calculada de 39.7 KDa.

Es probable que las diferencias encontradas entre la HSBP47 de H. pylori 43504 y
el Ef-Tu de la cepa 63504, se relacione con la gran variabilidad genética en H. pylori,
afectando no sélo los genes que distintas cepas poseen sino también las caracteristicas
de algunas proteinas codificadas, como ha sido reportado previamente (Israel y col.,
2001).

Por otro lado, existen diversos reportes de la participacion del factor de elongacion
Tu (Ef-Tu) en distintos microorganismos. Tal es el caso a lo reportado por Nishiyama y
col., en el 2013, quienes demostraron que el Ef-Tu de Lactobacillus reuteri, presenta
afinidad a carbohidratos sulfatados. Asimismo, se ha reportado la presencia de este
factor en la envoltura celular de Acinetobacter baumannii y su afinidad a fibronectina
(Dallo y col., 2012) asi como su participacion en las interacciones patégeno-mucosa de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Viale y col., 2014), lo que apoya la
participacion de esta molécula no solo en el proceso de traduccion, sino también como

una adhesina en diversos microorganismos.
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10 20 30 40 50 60
MSGISAQLVK KLRDLTDAGM MDCKKALVEV AGDLQKATIDF LREKGLSKAA KKADRIAAEG
70 80 90 100 110 120
VVALEVAPDF KSAMIVEINS ETDFVAKNEG FKELVKKTLE TIKAHNIHTT EELLKSPLDN
130 140 150 160 170 180
KPFEEYLHSQ TAVIGENILV RKIAHLKAPS SHIINGYAHS NARVGVLIGI KYDNEKNAPK
190 200 210 220 230 240
VVELARNIAM HAAAMKPQVL DCKDFSLDFV KKETLALIAE TEKDNEEAKR LGKPLKNIPT
250 260 270 280 290 300
FGSRIELSDE VLAHQKKAFE DELKAQGKPE KIWDKIVPGK MERFIADNTL IDQRLTLLGQ
310 320 330 340 350
FYVMDDKKTI AQVVADCSKE WNDDLKITEY VRFELGEGIE KKAENFAEEV ALQMK

Figura 8. Secuencia de aminoacidos obtenida de la HSBP 47.2 de H. pylori cepa
26695. Se resaltan las secuencias de los péptidos internos identificados en el presente

trabajo.

30



Andlisis in silico de Genes hsbp47 de H. pylori

Con la finalidad de posteriormente clonar el gen que codifica a la proteina HSBP47.2 de
H. pylori ATCC 43504, se utilizé la secuencia de nucleétidos obtenida del GenBank
para el disefio de cebadores. Se realizaron estudios in silico de alineamiento del gen
hsbp47 con los genomas reportados en el GenBank para las cepas H. pylori 26695,
J99, B8, B38, G27, HPAG1, P12, PeCan4, Shi470 y SIJM180 mediante el software
FastPCR version 6.5.08 (Figura 9).Comparando las secuencias nucleotidicas de las 10
cepas, se observan 111 nucleédtidos en los cuales no hay coincidencia entre ellas,
siendo la mayoria correspondientes a mutaciones puntuales de 1 o 2 nucleétidos,
incluyendo una delecion del nucleétido 540 de la cepa HPAGL, lo que conlleva a un
corrimiento en el marco de lectura y la modificacion de aminoacidos codificados por

este gen.

Como se menciond antes, existen multiples reportes de la variabilidad genética en
H. pylori (Israel y col., 2001, Lara-Ramirez y col., 2011), en respuesta a la adaptabilidad

e interaccion del microorganismo con las células del hospedero.

Disefio de Iniciadores para la Amplificacion del Gen hsbp47

De acuerdo con la amplificacién realizada in silico con el programa FastPCR empleando
distintos pares de cebadores, se eligié uno capaz de amplificar un producto PCR que
incluye al marco de lectura completo del gen hsbp47.2, utilizando los genomas

reportados.

Se determiné  que los  mejores iniciadores  son: sentido  5’-
CCCTTTATGGTAACTCTCTTTTTGC (Tm de 54.4°C) y antisentido 5'-
GGTAGCATTTAGGAATACTTAGG (Tm de 51.2°C). Estos generan un fragmento de

amplificacion estimado de 1307pb.

La region donde se ubica el gen hsbp47.2, tiene un elevado contenido de %AT
(~60%), lo que resultd en iniciadores con un contenido de %GC inferior al
recomendado, sin embargo cumplen con el resto de los requisitos tales como longitud,
similitud de temperaturas de fusion, extremo 3’ terminal en guanina o citosina, ausencia

de interacciones inter- e intra-iniciadores (Kalendar y col., 2014).
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26695 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60

SJM180 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACAGTCCTACCACCTTCACGAATCGC 60
B8 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
B38 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
G27 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
P12 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
HPAG1 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
PeCan4 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
Shid70 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCACCAACGGTCCTACCGCCTTCACGAATCGC 60
Jo9 TTATTCAATAATATTGCTCACAACACCAGCGCCAACGGTTCTCCCGCCTTCACGAATCGC 60

Kk kkkkhkkhkhkhhkhhkhkhkkhkhhkhhkhhkkkhhkhk ] khkhk ] khk] k] kk] kkhkhkkkkkkkkkx

26695 AAATTTAGTTCCCAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAACTCTACAGTGATTTTCACATT 120
SJM180 AAATTTGGTTCCTAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAACTCTACAGTGATTTTCACATT 120
B8 AAATTTAGTTCCCAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAATTCTACAGTGATTTTCACATT 120
B38 AAATTTAGTTCCCAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAATTCTACAGTGATTTTCACATT 120
G27 AAATTTAGTTCCCAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAACTCTACAGTGATTTTCACATT 120
P12 AAATTTAGTTCCCAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAATTCTACAGTGATTTTCACATT 120
HPAG1 AAATTTGGTTCCCAACTCCAATGCAACAGGGCTAATCAACTCTACGGTGATTTTAACATT 120
PeCan4 AAATTTAGTTCCCAATTCCAATGCAACAGGGCTAATCAACTCTACGGTGATTTTAACATT 120
Shi470 AAATTTAGTTCCCAATTCCAATGCAACAGGGCTAATCAACTCCACAGTGATTTTAACATT 120
Joo AAATTTGGTTCCTAACTCTAACGCAACAGGGCTAATCAACTCCACGGTGATTTTCACATT 120

Frhkkhk]drkA k] k] hx]F k] hhdhdhdrhrhdhdrhx]dh] rk] hkhkrkrkh] kkrkx

26695 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
SJM180 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
B8 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
B38 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
G27 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGAGTGATAGATCCAGTCACATCAGT 180
P12 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
HPAG1 ATCGCCAGGCATAACCATTTCTACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
PeCan4 ATCGCCAGGCATAACCATTTCCACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
Shi470 ATCGCCAGGCATAACCATTTCCACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180
Jo9 ATCGCCAGGCATAACCATCTCCACGCCTTCAGGAAGGGTGATAGAGCCAGTCACATCAGT 180

******************l**l**************l********l**************

26695 TGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAATTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
SJM180 TGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAATTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
B8 CGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAATTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCACCTTC 240
B38 CGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAATTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
G27 CGTGCGCACATAGAACTGTGGGCGGTAGTTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
P12 TGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAGTTGGTGAAAAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
HPAG1 CGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAGTTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240
PeCan4 GGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAGTTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTTCCGCCTTC 240
Shid70 CGTGCGCACATAGAATTGCGGGCGGTAGTTGGTGAAGAATGGAGTGTGTCTCCCACCTTC 240
Jo9 CGTACGCACATAGAATTGCGGGCGGTAGTTGGTAAAGAATGGAGTGTGTCTCCCGCCTTC 240

2**l***********l**l********l*****l**l**************l**l*****

Figura 9. Alineamiento de los genes codificantes para EF-Tu, de 10 cepas de H. pylori.
Se muestran en sombreado los nucleétidos distintos. La nomenclatura es: *, sin
diferencias; 1, cambio en 1 base; 2, cambio de 2 bases; D, nucleé6tido faltante

(delecion).
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Figura 9. Continuacion.
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TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTGGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGTGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTGGAAAGGACATAAATTTCTCCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG
TTCTTTAGAAAGGACATAAATTTCTTCCTCAAATTTCTTGTGCGGAGTGATAGAACCTGG

Kk kkhkk ] hhkkhhhhkhhkhhkhhhhkhhk k] khhkhkhkhkhkkhkkhk] khkhkkhkkhkkkkkkkkxx

TTTGCATAGAACCATACCGCGTTCCACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCACAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGTTCTACTTICTTCTTTTTTAGTTCCTCTTAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTTAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCTCGTTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGTTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC
TTTGCATAGAACCATACCGCGCTCTACTTCTTCTTTTTTAGTTCCTCTCAAAAGCACGCC

Frkkhkk]drhkdhkhkrhx]dh]rk]hdhkrhrhdhhrhrhdhhrhrhd] krkrhkhkrkhx

CACATTATCGCCGGCTTCACCTTTTTCCAACTCTTTCCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCTTCACCTTTTTCCAACTCTTTCCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCACCGGCTTCACCTTTTTCCAACTCTTTTCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCTTCACCTTTTTCCAACTCTTTCCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCCTCACCTTTTTCCAACTCTTTTCTAAACATTTCCACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCCTCACCTTTTTCTAACTCTTTTCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCCTCACCTTTTTCTAACTCTTTTCTAAACATTTCTACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCTTCACCTTTTTCTAACTCTTTTCTAAACATTTCCACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCCTCACCTTTTTCTAACTCTTTTCTAAACATTTCCACACCGGTTAC
CACATTATCGCCGGCTTCACCTTTTTCTAATTCTTTTCTAAACATTTCTACACCGGTTAC

Frkkhkkhkkr]rhkhk]hdhdhdrhrhd]dr]rhdhk]hrhdhdrhrhk] krkrhkhkrkhx

AGTCGTTTTTTGTGTAGGTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGGTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGGTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGGTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGCTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGCTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGCTCTAATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCTACTTTCACCAC
AGTCGTTTTCTGTGTAGCTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCCACTTTCACCAC
AGTCGTTTTTTGTGTAGCTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCCACTTTCACCAC
GGTCGTTTTTTGTGTGGCTCTGATACCAACGATTTCCACTTCATCGCCCACTTTCACCAC

IREEEEEERNEEEEENENEEENEEEE R e R R R R N R R

GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACTACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
ACCTCTTTCAATCCTGCCTGTAACCACAGTCCCTCTACCTGCAATAGAGAACACATCTTC
ACCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
ACCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
ACCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTCCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTTCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTTCCTCTACCCGCAATAGAGAACACATCTTC
GCCTCTTTCAATCCTACCTGTAACCACAGTTCCTCTACCTGCGATAGAAAACACGTCTTC

l**************l********l*****l********l**l*****l*****l*****
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Figura 9. Continuacion.
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AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCCGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCCGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACTGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTTTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
A-CCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTATCCCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTATCCCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGCATCCAC
AACCGGCATCAAGAAAGTTTTTTCAGTGTCTCTTTCTGGAGTAGGGATATAGGAATCCAC

KDk ] kkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkhhk k[ kk ] khhk] ] hhkhkhkhhhkhkkhkkk] kkkkkk

TTCAGCCATAAGTTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTACCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATAAGTTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTACCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATAAGTTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTACCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATAAGTTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTACCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATAAGTTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTGCCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATGAGCTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTACCAGCCTTTGCTTT
TTCAGCCATGAGCTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTGCCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATGAGCTTAAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTGCCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATGAGCTTCAGCACTTTTTCACCCCATTCACCCACATTGCCAGCCTTTGCTTC
TTCAGCCATGAGTTTAAGCACTTTTTCGCCCCATTCACCCACATTGCCAGCCTTTGCTTC

Frhkkhkkhkkr] Ak ] hk]hdhdhdrhrhd]hrhrhdhdrhrhdhdrk] hhkhdrkrhdhhrk]

TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTACGATAGGAGTGTCATCGCCAGGAAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTATGATAGGAGTGTCATCGCCAGGGAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTATGATAGGAGTGTCATCGCCAGGAAATTCATA
TTCTAAAGCTCTCAAAGCTGAACCCGCTATAATAGGAGTGTCATCGCCAGGGAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTATGATAGGAGTGTCATCACCAGGGAATTCATA
TTTTAAAGCTCTCAAAGCTGAACCCGCTATAATAGGAGTGTCATCGCCAGGGAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTATGATAGGAGTGTCATCGCCAGGGAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCTGCTACGATAGGAGTGTCATCGCCAGGAAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTACGATAGGAGTGTCGTCGCCAGGAAATTCATA
TTCTAAAGCTCTTAAAGCTGAACCCGCTACGATAGGAGTGTCATCGCCAGGAAATTCATA

Fr]rhIkhkrkr k] hkrhdhdhh k] hkhk] ] rhdhdrhkrhdh] rk]hkhdr] xhkhkrkx

CGCGCTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCTACAAGTTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCACTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCCACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCGCTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCCACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCACTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCTACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCACTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCTACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCACTCAACAATTCACGCACTTCCATTTCCACAAGTTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCGCTCAACAATTCGCGTACTTCCATTTCTACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCGCTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCTACCAACTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCGCTCAACAATTCGCGCACTTCCATTTCTACCAACTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC
CGCGCTCAACAACTCGCGTACTTCCATTTCTACAAGCTCTAACAATTCTTGGTCATCTAC

LSRR E RSN ENEENERERE RSN ENNEEE R R R R R kR R

CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGATAACAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACGATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA
CATGTCTTGTTTGTTTAAGAAAACAACAATGTGAGGCACGCCTACTTGACGAGACAATAA

***************************l**************************l**l**
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Figura 9. Continuacion.

26695
SJM180
B8

B38
G27
P12
HPAG1
PeCan4
Shi4d70
Jo9

26695
SJM180
B8

B38
G217
P12
HPAG1
PeCan4
Shi4d70
Jo9

26695
SJM180
B8

B38
G217
P12
HPAG1
PeCan4
Shi4d70
Jo9

26695
SJM180
B8

B38
G27
P12
HPAG1
PeCan4
Shid70
Jo9

26695
SJM180
B8

B38
G27
P12
HPAG1
PeCan4
Shid70
Jo9

GATATGCTCCCTAGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCCCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCTCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCTCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCCCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCTCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCTCTGGTTTGAGGCATAGGACCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCCCTGGTTTGAGGCATAGGGCCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCCCTAGTTTGAGGCATAGGACCATCAGCTGCAGAAACAACCAAAATCGCTCC
GATATGCTCTCTGGTTTGAGGCATGGGGCCATCAGCCGCAGAAACAACCAAGATCGCTCC

hkkkkkhkhkhk [ kk ] hhkhkhhhhhk ] khk ] khhkhkhk ] khkhkhkhkhhkhkkk] kkkkkkxk

GTCCATTTGCGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATCTGTGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCATGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTAATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTAATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCAGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
GTCCATTTGCGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC
ATCCATTTGTGCCGCACCGGTGATCATGTTTTTTACATAGTCAGCGTGTCCTGGGCAATC

IREEEENERNEE SRR EENEENEEEE SRR e R R R R R R R Rk R R

CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGTGCATAGTGTCTGTTTTCAGTTTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGGGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGTTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT
CACATGCGCATAGTGTCTGGTTTCAGTCTCATATTCAATGTGAGAAGTAGCGATAGTGAT

Frhkkhkk]drhrhdhhrhr k] hkrhrhd]hrhrhdhhrhrhdh] khrhdhhrhkrhdhkrkhx

CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTGTCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCGGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTCAGGGGCGTTATCAATATTATCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG
CCCTCTTTCTTTTTCTTGAGGGGCGTTATCAATATTGTCATAGTCTTTCATTTCTGCAAG

Frkkhkkhkkrhdhhkhdrk] ] hhdrhrhhhhrhrhdhk]hrhdhdrhrhdhhrhkrhhrkxkhx

ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCATGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCACTCAAAGTCGTTTTACCGTGGTCTAC
ACCTTTCAAAGAAAGCACCGCTGAAATCGCTGCGCTCAAAGTCGTTTTACCATGGTATAC

*********************************l*****************l****l***
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Figura 9. Continuacion.
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CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de la proteina de 47.2 KDa (HSBP47.2) en la cepa
ATCC 43504, reportada en la cepa 25 de H. pylori.

Se identifico la proteina HSBP47.2 en el GenBank, mediante las secuencias de
aminoacidos de los péptidos internos (DFLREKGLSK y AAAMKPQVLD),

obtenida de la cepa ATCC 43504 de H. pylori.

Se identifico la secuencia de nucleotidos del gen hsbp47.2 de H. pylori ATCC
43504.

El gen hsbp47.2 se encuentra en las 10 cepas de H. pylori reportadas en el

GenBank, observandose polimorfismo en este gen.

Se disefaron cebadores sentido y antisentido degenerados para la amplificacion

del gen hsbp47.2 de H. pylori.
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PERSPECTIVAS

El polimorfismo observado en los andlisis in silico, corrobora la necesidad de
efectuar estudios de clonacién y expresion génica para evaluar el potencial de la
proteina de superficie HSBP47.2 como posible candidato para la formulacion de

una vacuna contra este patdgeno gastrointestinal humano.

Determinar la efectividad de los iniciadores propuestos, en la amplificacion

experimental del segmento que contiene al gen hsbp47, en diversas cepas de H.
pylori.

Clonar y expresar la proteina recombinante, y evaluar su papel en el proceso de
adhesion del microorganismo como posible alternativa en la formulacién de una
estrategia de inmunizacion para el tratamiento de infecciones gastrointestinales

asociadas a Helicobacter pylori.
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