DETECCION MOLECULAR DE GENES vacA vy cagA DE Helicobacter pylori
EN AISLADOS DE AGUA DE RIEGO Y AGUA POTABLE
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@ VIRULENCIA

OBIJETIVO

Detectar molecularmente los genes vacA y cagA de Helicobacter pylori
en aislados de agua de riego y agua potable con su respectivo perfil antibiotico.

METODOS Y RESULTADOS

A) Aislamiento de H. pylori por med

io de técnicas bacterioldgicas

tradicionales y Confirmacion presuntiva por pruebas bioquimicas

Recoleccion de muestras

Figura 1. A. Colonias caracteristicas de H. pylori en
agar columbia suplementado con sangre. B.
Bacilos curvos Gram negativos de H. pylori . Se
comparo con la cepa de referencia NCTC 11637.

Filtracion por membrana

Figura 2. Prueba de oxidasa, catalasa

y ureasa positiva de los aislados de H. pylori
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B) Caracterizacion molecular mediante PCR punto final

Tabla 1. Partidores utilizados en |la genotipificacion de la deteccion del gen
ARNr 16S, vacA y cagA de Helicobacter pylori.

Fragmento
Gen g. i Secuencia partidores Tamaino amplicon
amplificado
F: 5 - CTG GAG AGA CTAAGCCCTCC-3’
ARNr 165 R: 3’ - ATT ACT GAC GCT GAT TGT GC — 5’ 110 pb
F: 5 - GGTCAAAATGCGGTCATGG - 3’
" A 290 pb
vac m R: 3’ — CCATTGGTACCTGTAGAAAC - 5’
F: 5" — GATAACAGCCAAGCTTTTGAGG - 3’
A 300 pb
cagh o R: 3’ — CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA - 5’
e S | -

Figura 3. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb; carril 3: control
positivo NCTC 11637; carril 5: RTA-04; carril 7: RTA-05; carril 9: RRT-03; carril11:
RRT-04; carril 13: RRT-05. Banda correspondiente al gen RNA 16S del110 pb.
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Figura 4. Resultado de la PCR punto final. A. Gen amplificado vacA m1A. B. Gel
de electroforesis de la amplificacion del gen cagA

C) Determinacion del perfil antibiotico de los aislados positivos
confirmados con el método de Kirby Bauer

Tabla 2. Halos de inhibicion con los antibioticos de prueba
sobre Helicobacter pylori.

Antibiético de Halo de inhibicién promedio (mm)

prueba RTA-04 RTA-05 RRT-03 RRT-04 RRT-05
Amoxicilina 26.59 20.79 21.03 21.93 18.54
Claritromicina 34.83 36.14 37.17 35.81 35.05
Metronidazol Sin halo Sin halo Sin halo Sin halo Sin halo Flgura. 3. Halos de |n.h|.t?|c.|on
obtenidos con los antibioticos
Levofloxacina 33.66 33.36 33.74 32.78 32.37 de prueba.

No se puede descartar al agua potable como via trasmision y reservorio a pesar de no aislar
la bacteria. El agua de riego es un factor de riesgo ya que puede contaminar a los cultivos de
hortalizas con Helicobacter pylori esto sugiere que este reservorio podria ser una via
secundaria de transmision en nuestro pais. Todas las cepas aisladas mostraron sensibilidad a
Claritromicina, sensibilidad intermedia a Levofloxacina y resistencia a Amoxicilina en la
mayoria de aislados, en cuanto a Metronidazol, fue el Unico que mostré 100% de resistencia.
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