


































































































































































































































































































































































































DISCUSION

pylori adquiere la mayor parte de sus mecanismos de resistencia en forma de
mutaciones puntuales de novo. Y ciertamente es notoria la facilidad de la bacteria para
desarrollar este tipo de mutaciones; se han descrito cepas hipermutadoras (Woodford y
Ellington 2007) y se sabe que la propia ADN polimerasa I de H. pylori contribuye de
algin modo a la alta tasa de mutaciones observadas (Garcia-Ortiz et al. 2011) asi como
la ausencia de determinados mecanismos de reparacion del ADN (Bjorkholm et al.
2001) debido probablemente a la ausencia de distintos sistemas de correccion de errores
en la replicacion. Es poco probable por tanto, que un profago presente en una cepa de
H. pylori confiera resistencia a un antibiodtico concreto. Sin embargo, existe la
posibilidad de que la presencia de un profago actie como marcador de un determinado
fenotipo de resistencia tal y como se ha descrito en otras especies (Inglis ef al. 1990). En
ese caso, el profago podria estar indicando el origen comiin de un clon de aislamientos
resistentes o quiz4d de un clon de aislamientos hipermutadores capaces de desarrollar
resistencias con mayor facilidad.

Lisogenia y gravedad de la infeccion pueden tener una relacion clara y evidente
cuando media la conversion por la expresion de nuevos factores de virulencia. Asi
ocurre en casos tan notorios como los del colera causado por cepas de Vibrio cholerae
infectadas por el fago CTXo o en la difteria ocasionada por cepas de Corynebacterium
difteriae infectadas por el fago 3. En la actualidad, en nuestro entorno, la mayor parte de
las infecciones por H. pylori se diagnostican precozmente por lo que es poco habitual
obtener biopsias en pacientes graves. Este ha sido el principal factor limitante en nuestro
estudio y habria sido necesario un nimero mayor de muestras para poder demostrar o

descartar la relacion con la lisogenia de una manera significativa.
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CONCLUSIONES

1. La influencia de los bacteriofagos en la diversidad genética, la
capacidad de adaptacion o la virulencia de H. pylori podria haber sido
infravalorada hasta ahora ya que un 35% de las cepas estudiadas resultaron ser
lisogénicas mediante métodos fenotipicos.

2. La induccion en placas de agar sangre suplementadas con 5 ng/l
de mitomicina C parece un método sencillo y efectivo de detectar cepas
lisogénicas. Este método unido a las técnicas para aislar y caracterizar un
bacteriofago de H. pylori descritas recientemente por Luo y colaboradores
podria suponer una herramienta clave para describir nuevos fagos de esta
especie.

3. El aislamiento de ADN de origen fagico a partir de una cepa
lisogénica deja una linea abierta de estudio que permita el estudio de este
material genético y el aislamiento y la caracterizacion del bacteréfago completo.

4. El estudio de la secuencia de una cepa lisogénica reveldo un
genoma aparentemente marcado por la presencia de fagos atemperados o el
contacto con ellos. Se encontraron genes relacionados con otros de origen fagico
y se detectaron posibles profagos mediante el uso de programas informaticos
capaces de analizar la secuencia completa.

5. Se detectaron secuencias de tipo CRISPR, implicadas en la
resistencia de las bacterias a la incorporacion de material genético exdgeno
como el de origen fagico, mediante andlisis informatizado de la secuencia.

6. La deteccion del gen de la integrasa del profago de B45 como
marcador de cepas portadoras de profagos indicoé una prevalencia menor que la
observada mediante la induccién con mitomicina C ademas de una correlacion
muy pobre con este método.

7. En cuanto a la relacion entre lisogenia, resistencia a antibidticos,
factores de virulencia y gravedad de la infeccion, se obtuvieron datos no
concluyentes. Seria necesario un niimero mayor de cepas para poder demostrar

las posibles diferencias entre cepas lisogénicas y no lisogénicas.
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SUMMARY

Helicobacter pylori is a Gram negative spiral bacterium that colonizes the
human stomach and is involved in the development of a wide range of pathological
manifestations such as chronic gastritis, peptic ulcer, gastric cancer or MALT

lymphoma.

H. pylori pathogenicity is not fully understood and it may be determined by the

huge genetic diversity found in this species.

Phages have an important role in genetic diversity, in the mechanism of
adaptation to the ecological niche and in the transmission of genetic material as they

contribute to dissemination of virulence factors and mechanisms of resistance.

We have studied the presence of phages in H. pylori clinical isolates by
phenotypic and genotypic methods.

Induction of prophages in solid and liquid media was achieved by very low
concentration of Mitomycin C in a high percentage of strains. Phage extracts were able
to inhibit growth of several H. pylori strains. Despite the failure of the attempt at
purifying phage particles, some phage compatible images were obtained by electron
microscopy and page DNA was successfully isolated from one H. pylori strain after

induction.

The presence of a phage integrase gene of a recently isolated H. pylori phage
was investigated by PCR showing a high percentage of strains with phage integrase.
One H. pylori strain, HP146128, was completely sequenced and it is 1,6 Mb, similar to
other already sequenced H. pylori strains (1,5 to 1,8 Mb). The sequence was aligned
with J99 whole sequence founding two unpaired regions. One of them, present in J99,
corresponds to the Cag Pathogenicity island. The second one is an inversion (position
1.475.137 to 1.563.951 in J99 genome) also described in H. pylori HPAGI. Genes were
detected and translated into proteins and those similar to phage proteins were selected:
three integrases and a Fic/Doc gene (Fic, Filamentous Induced by cAMP, related to
cellular division and Doc, Death On Cure, involved in killing daughter bacteria without

prophage after division).
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SUMMARY

Prophage Finder was used to detect four possible prophages in HP146128
genome. Some proteins found were: gp250, an adenylsuccinate synthetase homologous
present in Micobacteriaceae and other bacteria phages, the citosine-methylase of
Sulfolobus STSV1, homologous of restriction-modification systems, a ribonucleotide-
reductase, a methylase, a DNA polymerase subunit, and an unknown function protein

of phagic origin.

The 5' and 3' prophage flanking regions were studied and some phage proteins
were also found: a hypothetical protein of an unidentified phage obtained from fecal
specimens, an iron transport system present in some phages, ATP binding subunits
(gp258 among others), a ribonuclease, a sirtuine (stress responding protein), a
component of phage tail, a suitable aminotransferase, methylases, and two proteins
related to a Campylobacter phage (a probable methylase, thymidylate synthetase and an

unknown function protein).

CRISPRs and CRISPRs associated proteins (Cas) are palindromic repeated
sequences separated by spacers which correspond to fragments of phages or plasmids.
The mechanism of action occurs in two phases: in the first one the bacteria acquire
spacer sequences and in the second one CRISPRs blocks the expression of exogenous
DNA by a mechanism similar to RNA interference. They could also have a role in
regulating phage expression. CRISPR Finder was used and two confirmed and one

possible CRISPR were found in HP146128.

No significant association was established between lysogeny, resistance to
antibiotics, the main virulence factors or clinical-pathological severity although there
was a tendency to find a higher percentage of lysogenic strains among clarithromycin

resistant isolates.

All these findings suggest that bacteriophage may represent a great source of
diversity for H. pylori contributing to its adaptation and pathogenicity. An easy and
rapid method to induce the lytic cycle of lysogenic strains was described and several

phage related genes were found in the whole genome sequence of a lysogenic strain.
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Ademas de las abreviaturas y unidades aceptadas por el Sistema Internacional y por la
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), se utilizaron las
siguientes:

aa, aminoacidos

ADN, acido desoxirribonucleico

AINEs, antiinflamantorios no esteroideos

ARN, acido ribonucleico

ATCC, American Type Culture Collection

ATP, adenosin trifosfato

BHI, infusion cerebro-corazén o Brain Heart Infusion

CRISPR, repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente separadas o
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

DO, densidad optica

E-test, Epsilon Test (prueba de difusion en gradiente)

ELISA, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas o Enzyme Linked
Immunosorbent Assay

EUCAST, Comité Europeo para la Evaluacion de la Sensibilidad a los Antimicrobianos
o European Comitee on Antimicrobial Susceptibility Testing

G+C, guanina y citosina

h, horas

Mb, mega pares de bases

min, minutos

pb, pares de bases

PBPs, proteinas de union a penicilina o Penicillin Binding Proteins

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction

PEG, polietilenglicol

RFLP, polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion o Restriction
Fragment Length Polymorphism

RGE, reflujo gastroesofagico

S, Svedberg

SFB, suero fetal bovino
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UBT, prueba del aliento o Urea Breath Test
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