
Revista Médica del Maule / Publicación Semestral8

Volumen N°33  N°1, Jun. 2017

Patrón EPIYA en cepas de Helicobacter pylori CagA positivas  
en pacientes del Hospital Regional de Talca.
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Abstract
Background: The clinical outcome of Helicobacter pylo-
ri (H. pylori) infection has been related to the presence of 
CagA protein. This protein is highly polymorphic and its 
oncogenic ability depends on the number and type of tyro-
sine phosphorylation sites in the EPIYAs repeat sequences 
(A, B, C and D). 
Aim: To determine the EPIYA patterns of the CagA gene in 
H. pylori strains and its relationship with gastrointestinal 
pathology in infected patients of the Regional Hospital of 
Talca. 
Material and Methods: The strains were isolated from gas-
tric biopsies and characterized by bacteriological and mo-
lecular methods. Gastrointestinal pathology was characte-
rized by histopathological analysis. For the determination 
of the presence of the cagA gene and the EPIYAs standards, 
the conventional PCR technique was used. 
Results: 138 DNA samples from H. pylori strains were 
analyzed. 92.0% (127/138) of the isolates carried the 
cagA gene, of which 66 (52.0%) corresponded to the EPI-
YA-ABC pattern, 43 (33.8%) to the EPIYA-ABCC pattern 
and 21 16.5%) to the EPIYA-ABCCC phosphorylation pat-
tern. 50.4% (64/127) of cagA positive strains isolated from 
dyspeptic patients in the Maule region have more than two 
C sites of phosphorylation. The number of EPIYAs C motifs 
was associated with the presence of more severe histopa-
thological damage in the gastric mucosa.

Key Words: Helicobacter pylori, EPIYA motifs, CagA Pro-
tein

EPIYA pattern in Helicobacter pylori CagA positive strains in patients of the Regional 
Hospital of Talca.

Introducción
Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria 
Gram-negativa en forma de espiral que infecta 
el estómago y causa gastritis crónica. Además, 
la bacteria desempeña un papel importante en la 
patogénesis de la úlcera gastroduodenal y el car-

cinoma gástrico.1 Los resultados clínicos de la in-
fección por H. pylori dependen de factores de vi-
rulencia bacteriana, la susceptibilidad del huésped 
y los factores ambientales.2

El gen asociado a la proteína A (CagA) es un im-
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portante factor de virulencia de H. pylori que se 
encuentra hasta en más del 90% de cepas aisladas 
en Chile y se asocia con el desarrollo de úlceras 
pépticas y carcinoma gástrico.3,4  Esta proteína, 
está codificada por el gen cagA, que se encuentra 
en la isla de patogenicidad Cag (cag-PAI). Poste-
rior a la adherencia de H. pylori CagA positiva al 
epitelio gástrico, esta proteína es inyectada direc-
tamente en la célula huésped a través de un siste-
ma de secreción de tipo IV codificado por la isla 
de patogenicidad cag-PAI. Dentro de la célula epi-
telial, CagA se fosforila en su región carboxi-ter-
minal. Esta región es muy variable y contiene 
un patrón polimórfico de aminoácidos Glu-Pro-
Ile-Tyr-Ala denominados sitios EPIYAs.5,6  Se 
han descrito cuatro tipos de segmentos EPIYA 
(EPIYA-A, -B, -C, y -D).7 Las proteínas CagA 
poseen siempre los sitios EPIYA-A y EPIYA-B, 
pero algunas proteínas también contienen una o 
más repeticiones del sitio EPIYA-C. Este patrón 
se encuentra normalmente en cepas que circulan 
en países occidentales como Europa, América y 
Australia (CagA occidental), mientras que la pre-
sencia de sitios EPIYA-A y EPIYA-B, seguida por 
el sitio EPIYA-D, se ha descrito para cepas de H. 
pylori aisladas en los países asiáticos.7,9

Los motivos EPIYA-C y -D son los sitios prin-
cipales para la fosforilación de CagA. La proteí-
na fosforilada forma un complejo físico con la 
fosfatasa SHP-2 y desencadena señales celulares 
anormales que conducen a la desregulación del 
crecimiento celular, el contacto célula a célula y la 
migración celular, el alargamiento de las células 
epiteliales y el aumento del volumen de células 
epiteliales aumentando así el riesgo de adquirir 
cambios genéticos precancerosos.9 La presencia 
del motivo EPIYA-D o de múltiples repeticiones 
EPIYA-C se asocia con el aumento de la actividad 
de la fosfatasa SHP-2 inducida por CagA.10,11 En 
los países occidentales se ha demostrado que la in-
fección con cepas que llevan repeticiones del sitio 
EPIYA-C, predisponen al desarrollo de lesiones 
precancerosas y cáncer gástrico.8,11

Los estudios, realizados en Chile, han demostrado 
una alta frecuencia del gen cagA entre las cepas 
circulantes. Además, se ha descrito que la presen-
cia de la proteína CagA se asocia con la presencia 
de úlceras pépticas y cáncer gástrico.4,12 Sin em-
bargo, los estudios de polimorfismo de CagA en 

cepas de H pylori aisladas en la región del Maule 
son escasos a pesar de ser una región de alta inci-
dencia de cáncer gástrico. 
El objetivo del presente estudio fue determinar la 
prevalencia de variantes de la región 3’ del gen 
cagA en las cepas de H. pylori aisladas de pacien-
tes con síntomas dispépticos e investigar la aso-
ciación entre estas variantes genéticas y las carac-
terísticas histopatológicas de la mucosa gástrica.

Métodos
Se realizó un estudio descriptivo prospectivo, 
mediante el cual se identificaron las variantes ge-
néticas del factor de virulencia CagA en aislados 
clínicos de H. pylori procedentes de pacientes con 
dispepsia y se relacionaron con el daño histológi-
co en la mucosa gástrica. 
Participaron en el estudio un total de 150 indi-
viduos, seleccionados secuencialmente entre los 
pacientes que acudieron  a realizarse endoscopia 
digestiva alta  por presentar síntomas dispépticos, 
entre mayo de 2011 y junio de 2012 al Hospital 
Regional de Talca, VII Región del Maule, Chile. 
Fueron excluidos del estudio, los pacientes que 
habían recibido tratamiento de erradicación de 
H. pylori, inhibidores de la bomba de protones, 
tratamiento antiinflamatorio no asteroideo o trata-
miento inmunosupresor un mes antes del procedi-
miento endoscópico. Los pacientes con historia de 
gastrectomía, esofagectomía, estenosis, sangrado 
activo en el tracto GI superior y embarazo tam-
bién fueron excluidos. 
El estudio fue aprobado por el Comité de Ética de 
la Universidad Católica del Maule y del Servicio 
de Salud del Maule, VII Región, Chile. Todos los 
pacientes firmaron el consentimiento informado 
para participar en el estudio.
Obtención de muestras de Biopsias gástrica: 
De cada participante, se recopilaron, 4 biopsias 
gástricas (dos de antro y dos de cuerpo) median-
te endoscopia digestiva alta. Una biopsia de antro 
y una de cuerpo fueron utilizadas para el análisis 
histopatológico, las restantes muestras se destina-
ron  cultivo de H. pylori. 
Determinación de la presencia de H. pylori: La 
infección por H. pylori fue determinada mediante 
el cultivo bacteriológico y pruebas bioquímicas.13 
La confirmación de especie se realizó mediante la 
detección de gen glmM por PCR.14
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Extracción de ADN genómico de H. pylori: Se re-
cogieron las células de H. pylori subcultivadas de 
las placas de agar y se procedió a la extracción del 
ADN genómico utilizando el kit PureLink Geno-
mic DNA Mini (Invitrogen). Los ADN purificados 
se almacenaron a -20ºC hasta su uso. Las regiones 
constante y variable del gen cagA fueron amplifi-
cadas mediante PCR convencional. Los productos 
de PCR se separaron por electroforesis en gel de 
agarosa al 2%, se tiñeron con bromuro de etidio y 
se visualizaron bajo un transiluminador de UV. El 
estudio incluyó muestras de pacientes en los que 
se aisló H pylori y se obtuvo ADN bacteriano.
Amplificación de la región constante del gen 
cagA: La presencia de la región constante del gen 
cagA fue analizadas en las cepas de H pylori obte-
nidas. Las cepas positivas para esta región (cons-
tante) fueron sometidas a la determinación de la 
región variable (EPIYAs). La región constante 
del gen cagA se amplificó mediante la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los 
cebadores CagA/F 5’-GTGCCTGCTAGTTTGT-
CAGCG-3’ y CagA/R 5’-TTGGAAACCACCT-
TTTGTATTAGC-3’.15 Se incluyeron controles 
negativos y positivos en todas las reacciones. 
Amplificación de la región variable del gen 
cagA y determinación del patrón EPIYA: Para 
la amplificación de la región 3’-variable del gen 
cagA, se utilizaron los cebadores descritos por Ya-
maoka et al.16: CAG1: 5’-ACCCTAGTCGGTA-
ATGGGTTA-3 ‘y CAG2: 5’-GTAATTGTCTAG-
TTTCGC-3’. Los productos esperados variaban 
desde 500 hasta 850 pb dependiendo del tipo y 
número de repeticiones del motivo EPIYA-C en el 
gen cagA. Se utilizaron controles positivos de los 
diferentes patrones del motivo EPIYA para confir-
mar los resultados de la PCR. 
Análisis Histológico: Las biopsias fueron fijadas 
con formalina y embebidas en parafina. Sesiones 
de  4 μm fueron teñidas con hematoxilina-eosi-
na para análisis histológico. Las biopsias fueron 
clasificadas según los criterios histopatológicos de 
Sydney para gastritis17 y de Viena para lesiones 
neoplásicas gastrointestinales.18 A partir de esta 
evaluación, se estructuraron tres grupos compara-
bles representativos de la secuencia descrita para 
carcinogenia gástrica en: i) “Gastritis crónica” (no 
atrófica), ii) “Condiciones preneoplásicas” (atro-
fia y/o metaplasia intestinal) y iii) “Displasia o 

neoplasia in situ” (displasia epitelial glandular o 
adenocarcinoma in situ).19

Análisis estadístico: Los datos fueron procesados 
y analizados utilizando el programa STATA ver-
sión 11. Se realizó un análisis descriptivo inicial, 
utilizando porcentajes, medias y desviaciones tí-
picas. La asociación entre los patrones EPIYAs 
del gen cagA y el diagnostico histológico fueron 
analizadas mediante el test de χ2, considerando 
significativo valores de p <0,05. 

Resultados 

Características clínico epidemiológicas de los 
pacientes analizados. 

Fueron estudiadas 170 muestras de biopsias pro-
cedentes de pacientes mayores de 18 años (76 
hombres y 94 mujeres) que acudieron a realizarse 
endoscopia digestiva alta, al Hospital Regional de 
Talca. La edad promedio de los participantes fue de 
54 años con un rango etario desde los 18 hasta 80 
años. El 81,2% (138/170) de los pacientes estaban 
infectados con H. pylori, de estos, 39,9% (55/138) 
presentaban gastritis crónica (no atrófica), 30,4% 
(42/138) condiciones preneoplásicas (atrofia y/o 
metaplasia intestinal) y 29,7% (417138) displasia 
o neoplasia in situ (displasia epitelial glandular o 
adenocarcinoma in situ). En la Tabla 1 se exponen 
las características clínicas-epidemiológicas de los 
pacientes analizados. 

Determinación del la presencia del gen cagA y 
los patrones EPIYAS. 

Del total de muestras analizadas, 92%  (127/138) 
fueron cagA positivas. Entre las cepas cagA-posi-
tivas, la tipificación del patrón EPIYA mostró que 
el número de motivos EPIYA C variaba de 0 a 3. El 
49,6% (63/127) portaban el patrón EPIYA-ABC, 
33,9%  (43/127) el patrón EPIYA-ABCC y 16,5% 
(21/127) el patrón EPIYA-ABCCC. El 50,4% 
(64/127) de las cepas cagA-positive aisladas de 
los pacientes dispépticos que acuden al Hospital 
Regional de Talca, poseen más de un sitio de fos-
forilación EPIYA tipo C. El número de motivos 
EPIYA tipo C se asoció con hallazgos histopatoló-
gicos más graves en las biopsias de la mucosa. Al 
comparar los porcentajes de pacientes infectados 
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con cepas H. pylori cagA positivos con los tres 
grupos de lesiones histopatológicos estudiadas 
(gastritis, condiciones preneoplasicas y displasia 
o neoplasia in situ) se observó diferencias estadís-
ticamente significativas (nivel p <0,05) como se 
muestra en la Tabla 2. 

Discusión: 
El gen cagA se considera un factor importante en 
la patogenicidad bacteriana asociada con el ade-
nocarcinoma gástrico y las úlceras pépticas. Este 
hecho pone de relieve la importancia de su detec-
ción en pacientes infectados por H. pylori. 12,20 
De todos los pacientes positivos para H. pylori 
analizados en este estudio, el 92,0% (127/138) 
fueron cagA positivos, lo que es una prevalencia 
alta comparada con otros países del área y similar 
a la prevalencia previamente detectada en Chile.4
CagA muestra un número variable de secuencias 
repetidas (EPIYA) en su región 3 ‘20.  Una vez 
inyectada en una célula epitelial gástrica, esta re-
gión experimenta fosforilación de tirosina e inte-
ractúa con la fosfatasa SHP-2, que tiene afinidad 
de unión para la EPIYA C fosforilada con tirosina. 
Esta interacción conduce a cambios celulares que 
se piensan juagan un papel importante en la pro-
liferación del carcinoma gástrico. Cuanto mayor 
es el número de segmentos EPIYA-C, mayor es 
la afinidad por SHP-2.12 En el presente estudio, 
todos los pacientes cagA-positivos mostrarón un 
patrón EPIYA tipo A, B y C, lo que confirma que 
las cepas geográficamente occidentales poseen 
EPIYA C en la región C-terminal de repetición. 
Además, el número de segmentos EPIYA-C pa-
rece influir en la patogenicidad de la cepa, lo que 
concuerda con estudios previos.4

Los resultados muestran, que el 54,1% (26/48) de 
los pacientes con H. pylori positivo con gastritis 
crónica no atrófica presentaron segmentos CagA 
EPIYA-ABCC / EPIYA-ABCCC (p = 0,046), el 
57,5 (27/40) de los pacientes infectados con ce-
pas portadoras de más de un EPIYA C presentaban 
condiciones preneoplásicas (p= 0,021) y el 28,1% 
(11/39) presentaban Displasia o neoplasia in situ 
(p=0,001). Una asociación significativa similar y 
las variantes CagA con 2 o más EPIYA C también 
se detectó en México, Brasil y Chile.4,21,22 Estos 
datos son consistentes con otros estudios, y la pre-
sencia de un mayor número de segmentos CagA 

EPIYA-C se considera un factor de riesgo para el 
daño a nivel de mucosa gastica.4,23 
Aunque la mayoría de las cepas de H. pylori po-
seen los 3 patrones de EPIYA A, B y C, no po-
demos excluir la hipótesis de que algunas cepas 
pueden poseer secuencias alternativas que no se-
rían reconocidas por los cebadores utilizados. Sin 
embargo, el par de cebadores usado para la ampli-
ficación de la región 3 ‘de cagA en este estudio se 
ha utilizado en otros estudios que muestran una 
alta confianza en la determinación de la presencia 
de la región cagA.4

Por otro lado, es importante señalar que no sólo 
cagA contribuye a la heterogeneidad y correla-
ción de la manifestación de la enfermedad gástri-
ca, sino también otros factores como vacA, babA 
y iceA.4,23 Varios estudios han demostrado una 
fuerte indicación de que la asociación de los fac-
tores de virulencia puede aumentar el riesgo de 
desarrollar tumores malignos gástricos Por lo tan-
to, los estudios de estos genes en cada región son 
importantes.4

En conclusión, se observó que la infección por 
cepas de H. pylori positivas a cagA que albergan 
múltiples repeticiones de EPIYA-C se asocia con 
la presencia de daños severos en la mucosa gás-
trica (gastritis y condiciones preoneoplásicas). El 
análisis de la diversidad de manifestaciones clí-
nicas asociadas con diferencias en el número de 
repeticiones dentro del gen cagA puede ser una 
herramienta diagnóstica y pronóstica importan-
te para los pacientes infectados por H. pylori en 
zonas de alta prevalencia de infección por cepas 
cagA positiva y alta prevalencia de cáncer gástri-
co. 
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Características Número de 
sujetos estudia-
dos/ (%)

n=170

H. pylori positi-
ve/ (%)
(Hp+)

n=138

Gastritis cró-
nica/
(%)
(GC)

n=55

Condiciones 
preneoplásicas/ 
(%)
(CP)

n=42

Displasia o 
neoplasia in 
situ/ (%)
(D-Cis)

n= 41
Sexo
Masculino
Femenino

76/(50,7)
94/(55,3)

59/(42,8)
79/(57,2)

19/(34,5)
36/(65,5)

16/(38,1)
26/(61,9)

24/(58,5)
17/(41,5)

Total 170 138 55 42 41
Edad años
Rango
Promedio

18-80
57

20-77
54

22-78
48

20-75
52

20-77
61

Tabla 1. Características clínicas-epidemiológicas de los casos analizados.

Tabla 2. Caracterización de los sitios EPIYAS en las cepas portadoras del gen cagA. 
Diagnostico histológico Presencia del gen cagA P value

Negativo/(%) Positivo/(%)
Gastritis crónica:
n=55

7/ (12,7) 48/ (87,3) 0.368

Condiciones preneoplásicas:
n=42

2/ (4,8) 40/ (95,2) 0.718

Displasia o neoplasia in situ
n= 41

2/ (4,8) 39/ (95,1) 0.716

Total 11 (8,0) 127 (92,0) 138

Patrón EPIYA del gen cagA Dos colas
P valued

ABC ABCC ABCCC
Gastritis crónica:
n=48

34/ (70,8) 16/ (33,3) 10/ (20,8) 0,105/0,046e

Condiciones preneo-
plásicas:
n=40

22/ (55.0) 20/ (50.0) 7 / (17,5) 0,142/0,021e

Displasia o neoplasia 
in situ
n= 39

10 / (25,6) 7/ (17,9) 4/ (10,2) 0,004/0,001e

Total 66 (52,0) 43 (33,9) 21 (16,5) 127
d Valor de significancia  p utilizando test de Fischer
e Valor de significancia p cuando se combinan los motivos EPIYA tipo CC y CCC 


