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Resumo

Helicobacter pylori coloniza o estbmago humano e esta associada a vérias gastropatologias.

Este trabalho teve como objectivo o estudo de dois membros da familia das OMP de H. pylori, o gene jAp870,
possivel marcador da tilcera péptica, e o seu homologo jhp649. A prevaléncia destes genes, a variabilidade no
namero de cdpias, a sua localizagdo gendmica e o estudo dos polimorfismos, ao nivel da sequéncia de bases e
respectivas proteinas, foram avaliados numa amostra de estirpes clinicas de H. pylori, isoladas de doentes de
diferentes regides geograficas, apresentando diversas gastropatologias.

No geral, ambos os genes apresentam uma eclevada similaridade quer ao nivel de nucledtidos quer de
aminoacidos, observando-se, no entanto, uma regido média muito polimorfica. Nesta, foram identificadas seis
variantes alélicas (alelo Al a AVI), com diferentes prevaléncias nos dois genes. O alelo Al é exclusivo e
predominante do gene jap870, e o All predominante do gene jip649. A observacio da constincia destes alelos
em todas as estirpes, independentemente da sua origem geografica, patologia, tipo de populagado, sugere a sua
antiguidade, e evidencia a sua conservagio ao longo da evolugdo. Mais, ao existir esta conserva¢io numa regiao
polimorfica, implica que estes alelos podem ter influéncia na fun¢do da proteina.
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Abstract

Helicobacter pylori colonizes the human stomach and is associated with various gastropathologies.

The present study aims to research two members of the H. pylori OMP family, jAp870 gene, an ulcer marker
candidate, and his homologue jhp649.

The prevalence of these genes, number of copies, genomic localization and sequence polymorphisms, were
evaluated in a panel of clinical H. pylori strains isolated of patients from different geographic regions, presenting
different gastropathologies.

Both genes displayed a high level of nucleotide and amino acid similarity. However, an extremely polymorphic
region was observed, corresponding to the middle region of each gene, which shows six allelic variants (allele AT
to AVI) with different prevalence in the two genes. Allele Al is exclusive and predominant of jAp870 gene, and
Allis predominant of jAp649 gene.

The maintenance of the alleles in all strains, independently of the geographical origin, pathology and population,
suggests their antiquity, and shows conservation up along the evolution. Furthermore, the existence of an allelic
conservation in a polymorphic region, implicates that these alleles can influence the protein function.
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Introducio

Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria gram
negativa microaerdfila de forma espiralada, que
coloniza exclusivamente o estdbmago humano,
localizando-se normalmente no antro e/ou no corpo, a
superficie das células epiteliais . Esta bactéria est4
etiologicamente associada a vérias gastropatologias
como a dispepsia ndo ulcerosa, tilcera péptica, e ¢
considerada um factor de risco no desenvolvimento do
carcinoma gastrico e linfoma de MALT ",

Nos genomas, que se encontram totalmente
sequenciados, das duas estirpes de referéncia de H.
pylori, estirpe 26695 (isolada de um doente com
gastrite) “ e estirpe J99 (isolada de um doente com
Glcera duodenal) ™, existe uma grande familia de
proteinas da membrana externa (OMP), composta por
32 membros, incluindo as proteinas BabA, HopZ ¢
OipA, que estdo implicadas na aderéncia da bactéria as
células epiteliais gastricas " *. Outro membro desta
familia é codificado pelo gene jAp870. Estudos
recentes sugerem que este gene podera constituir um
marcador da 1lcera péptica, estando
significativamente associado a estirpes de H. pylori
isoladas de doentes pediatricos com tlcera gastrica e
duodenal "

O gene jhp870 codifica para uma proteina (JHP870)
que faz parte de um pequeno grupo de proteinas
paralogas, possuindo sequéncias sinal tipicas das
OMP, denominado de familia som. No genoma da
estirpe de referéncia 26695 estio presentes trés genes
desta familia, havendo no genoma da outra estirpe de
referéncia J99 um gene adicional, o gene jAp870.
Todos os membros desta familia apresentam os
terminais C ¢ N conservados, enquanto que o dominio
central da molécula tem uma variabilidade
significativa".

O gene jhp870, especifico da estirpe J99, ¢ 90%
semelhante ao gene jhp649 também presente no
genoma desta estirpe, ¢ homologo ao gene HP710
presente no genoma da estirpe 26695, estando as
diferencas entre eles confinadas ao interior do gene
(residuos 147 a 344). Isto sugere que o gene jhp870
pode ter resultado de uma duplicacio, relativamente
recente, do gene jAp649 ™,

O gene jhp870 é uma inser¢do no genoma da estirpe
J99, sendo os genes flanqueantes do ponto de inser¢3o
nos dois genomas das estirpes de referéncia ortélogos
entre si (jhp869/HPI35 e jhp871/HP936). A regido
intergénica entre os genes HP935 e HP936 no genoma
da estirpe 26695 contém uma zona de 219 nucledtidos
que € 96,8% semelhante ao gene jhp870 (residuos 496
a 569). A presenca deste fragmento de DNA na estirpe
26695, nesta localizagdo gendmica, sugere que um
ortdlogo de jhp870 ja existiu nesta estirpe ..

Assim, o gene jAp870, bem como o seu homélogo
jhp649, constituem o objecto de estudo deste trabalho.
De modo a conhecer a diversidade destes genes,
pretendeu-se estudar a sua prevaléncia, a variabilidade
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Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram-negative,
spiral shaped, microaerophilic bacteria that colonizes
exclusively the human stomach and is normally found
in the antrum and/or body at the surface of epithelial
cells ™. This bacteria is etiologically associated to
various gastropathologies such as non-ulcer
dyspepsia or peptic ulcer and is considered a risk
factor in the development of gastric carcinoma and
MALT lymphoma .

The totally sequenced genomes, from the two
referenced H. pylori strains, strain 26695 (isolated
from a patient with gastritis)'“ and strain J99 (isolated
from a patient with a duodenal ulcer) ", presented a
large family of outer membrane proteins (OMP),
composed by 32 members, including the BabA, HopZ
and OipA proteins, which are implicated in the
adhesion of the bacteria to the epithelial gastric cells
¥ Another member of this family is codified by the
Jhp870 gene. Recent studies showed a significant
association between this gene and H. pylori strains
isolated from paediatric patients with duodenal and
gastric ulcers, suggesting that jAp870 gene may
constitute a peptic ulcer marker "'?,

The jhp870 gene codifies a protein (JHP870) which
is part of a small group of paralogous proteins,
possessing typical OMP sequence signals,
denominated as the Aom family. In the genome of the
reference strain 26695, there arc three genes from this
family, while in the genome of the other reference
strain J99, there is an additional gene, the jAp870. All
of the members of this family present the conserved C-
and N-terminal, whereas the central domain of the
molecule has a significant variability™.

The jhp870 gene, specific of the J99 strain, is 90%
identical to the jAp649 gene which is also present in
the genome of that strain and is homologous to the
HP710 gene present in the 26695 strain. The
differences between them are confined to the interior
of the gene (residuals 147 and 344). This suggests that
the jAp870 gene may have resulted from a relatively
recent duplication of the j4p649 gene ™.

The jhp870 gene is an insertion in the genome of
strain J99, while the genes flanking the insertion point
in the two genomes of the reference strains are
orthologous between themselves (jAp869/HP935 and
Jhp8T71/HP936). The intergenic region between
HP935 and HP936 genes in the genome of 26695
strain contains a zonc of 219 nuclcotidcs that is 96.8%
identical to the jAp870 gene (residuals 496 and 569).
The presence of this DNA fragment in the 26695
strain, at this genomic localization, suggests that a
jhp8&70 orthologous once existed in this strain ™.

Therefore gene jhAp870 as well as its homologous
jhp649 constitute the object of study in this paper.
Polymorphisms at the level of nucleotide and
predicted amino acid sequences, in a panel of H. pylori
clinical strains isolated from patients of different
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no nimero de cépias e sua localizag¢do gendmica, € os
polimorfismos ao nivel da sequéncia de bases e
respectivas proteinas, numa amostra de estirpes
clinicas de H. pylori, isoladas de doentes de diferentes
regides geogréaficas, apresentando diversas patologias
gastroduodenais (carcinoma gastrico, ulcera péptica e
dispepsia néo ulcerosa), ¢ recorrendo as téenicas de
PCR e sequencia¢ao enzimatica.

Materiais e Métodos

Estirpes de H. pylori. Foram seleccionadas 65
estirpes de H. pylori isoladas de biopsias gastricas de
doentes submetidos a endoscopia digestiva alta, das
quais: 32 isoladas de doentes adultos (55,4 = 12,8
anos) e 33 isoladas de criangas (10,1 £ 3,3 anos). Na
populagdo adulta: 30 estirpes de origem Portuguesa [3
apresentando carcinoma géastrico; 16 ulcera péptica
(gastrica ou duodenal); e 11 dispepsia ndo ulcerosa)l;
¢ 2 dc origem Brasilcira (carcinoma gastrico). Na
populagdo pediatrica: 26 estirpes de origem
Portuguesa [13 apresentando Wlcera péptica (gistrica
ou duodenal) ¢ 13 dispepsia ndo ulcerosal; ¢ 7 de
origem Brasileira [3 com tlcera péptica (gastrica ou
duodenal) e 4 com dispepsia nio ulcerosa). Foram
ainda estudadas 2 estirpes de origem Etiope, mas nao
existem dados de patologia e populagio referentes a
estas estirpes. Como referéncia foram utilizadas duas
estirpes de H. pylori, cujos genomas ja se encontram
sequenciados, a estirpe 26695 (ATCC 700392) ¥,
isolada de um doente com gastrite, € a estirpe J99
(ATTC 700824) ™, isolada de um doente com tlcera
duodenal.

Condigoes de cultura de H. pylori. As estirpes de H.
pylori conservadas a -80°C em meio TSB com [5% de
glicerol, foram semeadas em meio ndo selectivo
Columbia e selectivo H.P., ambos suplementados com
10% de sangue de cavalo, e incubadas a 37°C numa
atmosfera de microaerdfilia (5% de O,; 10% de CO,;
85%deN,), durante 48 horas.

Extracciio de DNA pelo método de Tiocianato de
guanidina. A extraccdo de DNA foi realizada pelo
método de Tiocianato de guanidina, adaptado de
Pitcheretal ™"

Avaliagio da distribuicido dos genes jAp870 e
Jhp649 na amostra de cstirpes em estudo. Para o
estudo da distribui¢do dos genes jAp870 e jAp649, na
amostra de estirpes em estudo, procedeu-se a uma
reac¢do de amplificagio, pela técnicade PCR.

A reacgdo de amplificagdo foi realizada num volume
final de 25 pl contendo: 1 pl de DNA, Tampao 1 X com
1,5 mM MgCl, 200 pM de cada dNTP (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), 0,5 uM
de cada iniciador (jhp870F1B e jhp870R1B), 1 U de
Taq polimerase (Roche Diagnostics GmbH), e dgua

Geographic regions who presented diverse
gastroduodenal pathologies (gastric carcinoma, peptic
ulcer and non-ulcer dyspepsia), by PCR and
sequencing.

Materials and Mcthods

H. pylori strains. Sixty five H. pylori strains isolated
from gastric biopsies of patients submitted to a
endoscopy of which: 32 isolated from adult patients
(55.4 = 12.8 years) and 33 isolated from children (10.1
+ 3.3 years) were studied. In the adult population: 30
strains of Portuguese origin [3 presented gastric
carcinoma; 16 peptic ulcer (gastric or duodenal); and
11 non-ulcer dyspepsia]; and 2 of Brazilian origin
(gastric carcinoma). In the paediatric population: 26
strains of Portuguese origin [ 13 presented peptic ulcer
(gastric or duodenal) and 13 non-ulcer dyspepsia]; and
7 of Brazilian origin [3 with peptic ulcer (gastric or
duodenal) and 4 with non-ulcer dyspepsial. Two
strains of Ethiopian origin were studied, but there is no
data regarding the pathology and population of these
strains. The two H. pylori strains with completely
sequenced genomes, 26695 strain (ATCC 700392) *
isolated from a patient with gastritis, and J99 strain
(ATTC 700824) ", isolated from a patient presenting

duodenal ulcer, were used as reference strains.

H. pylori culture conditions. The H. pylori strains
conserved at -80°C in TSB with 15% of glycerol, were
grown in a non-selective Columbia and an H.P.
selective media, both supplemented with 10% horse
blood, and incubated at 37°C in a microaerophilic
atmosphere (5% of O,; 10% of CO,; 85% of N,), during
48 hours.

DNA extraction by the guanidinium thiecyanate
method. The DNA extraction was carried out by the
guanidinium thiocyanate method, adapted from
Pitcherezal. M.

Evaluation of the jAp870 and jhp649 genes
distribution in the sample of strains studied. For the
study of the jAp870 and jhp649 genes distribution, in
the sample of strains studied, we proceeded with an
amplification reaction by using the PCR technique.
The amplification reaction took place in a final
volume of 25 pl containing: 1 pl of DNA, 1X PCR
buffer with 1,5 mM MgCl,, 200 uM of each dNTP
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany),
0,5 pM of each primer (jhp870F1B ¢ jhp870R1B), 1 U
of Taq polymerase (Roche Diagnostics GmbH), and
sterilized distilled water. In each assay a negative
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destilada estéril. Em cada ensaio usou-se um controlo
negativo constituido por dgua ¢ como controlo
positivo o DNA da estirpe J99, portadora de ambos os
genes.

A reac¢do de amplificacdo consistiu num ciclo
inicial de desnaturagdo da cadeia de DNA durante 30
segundos a 94°C, seguido de 35 ciclos constituidos por
uma desnaturagdo de 30 segundos a 94°C, uma etapa
de hibridag¢do dos iniciadores a 60°C durante 30
segundos ¢ uma extensiio de 30 segundos a 72°C. A
etapa de extensdo final foi realizada a 72°C durante 7
minutos. Foi utilizado um Termociclador Gene Amp®
PCR System 9700 (PE Applied BioSystems, Foster
City, CA,EUA).

Os iniciadores utilizados neste estudo, descritos na
tabela 1, foram desenhados de modo a amplificar uma
regido conservada no interior dos dois genes,
flaqueando trés inser¢des, de 27, 2 ¢ 4 pb presentes no
gene jAp870 e ausentes no gene homologo jhp649

(Figural).
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control constituted by water, and a positive control, the
DNA of J99 strain, which carried both genes, were
used.

The amplification reaction consisted of an initial
denaturation cycle of the DNA during 30 s at 94°C,
followed by 35 cycles constituted by a 30s
denaturation at 94°C, a annealing of the primers at
60°C during 30 s and an extension at 72°C for 30 s. The
final extension cycle occurred at 72°C for 7 min. A
Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 (PE
Applied BioSystems, Foster City, CA, USA) was used.

The primers used in this study, described in table 1,
were designed in order to amplify a conserved region
within the two genes, flanking three insertions 0f 27,2
and 4 bp present in the jAp870 gene and absent in its
homologous jhp649 (Figure 1).

Figura 1: Alinhamento representativo das sequéncias de nucledtidos dos genes jap870 e jhp649, das estirpes de referéncia,

naregido entre 406 e 648 nucledtidos.

Figure 1: Alignment representing the nucleotide sequences for the jhp870 € jhp649 genes, of the reference strains, in the

region between 406 and 648 nucleotides.

Os produtos amplificados foram detectados por
electroforese em gel de agarose de 2,5%, corado com
brometo de etideo (0,5 pg/ml), em tampdo de corrida
TBE 0,5X (0,045 M Acido Bérico; 0,01 M EDTA; pH
8). Os produtos esperados sio de 161 pb para o gene
jhp870 e 128 pb para o jhp649. Foi utilizado o
marcador de peso molecular TX (Fragmentos de DNA
@X 174 RF digeridos com Hae 11T de 72 pb a 1353 pb)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Determinagio da sequéncia de bases dos genes
jhp870 e jhp649 em estirpes clinicas de H. pylori.
Nesta parte do trabalho pretendeu-se, em primeiro
lugar, estudar a variacdo no nimero de copias dos
genes jhp870 e jhp649 bem como a sua localizagio no
genoma das estirpes clinicas de /1. pylori. Em segundo
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The amplified products were detected by
electrophoresis in a 2.5% agarose gel, stained with
ethidium bromide (0,5 ug/ml) in a 0,5X TBE buffer
(0,045 M Boric Acid; 0,01 M EDTA; pH 8). The
expected products were 161 bp for the jhp870 gene and
128 bp for the jhp649. The molecular weight marker
IX (Fragments of DNA ®X 174 RF digest of Hae 111
from 72 bp to 1353 bp) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)wasused.

Determination of the jAp870 and jhp649 genes
nucleotide sequences in H. pylori clinical strains.
In this part of the paper, the first aim was study the
variation in the number of copies of the genes jAp870
and jhp649 as well as its localization in the genome of
the H. pylori clinical strains. The jhp870 or jhp649
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lugar, foi determinada a sequéncia de bases dos genes
Jhp870 ou jhp649 nestas mesmas estirpes. Para tal
foram utilizadas técnicas de PCR e sequenciagio
enzimatica. A reac¢do de amplificagio foi realizada
num volume final de 25 pl contendo: 1 pl de DNA,
Tampdo 1X, 2,8 mM dc MgCl,, 200 uM dc cada ANTP
{Roche Diagnostics GmbH), 0,5 pM de cada
iniciador, 1 U de Bio-X-Act Short polimerase
(Bioline, Londres, Reino Unido), e dgua destilada
estéril. Em cada ensaio usou-se um controlo negativo
constituido por 4gua destilada, ¢ como controlos
positivos o DNA das estirpes de referéncia J99 ¢
26695.

A reacgdo de amplificagdio consistiu num ciclo
inicial de 5 minutos a 95°C e 1 minuto a 56°C, seguido
dc 35 ciclos constituidos por uma cxtcnsido dc 3
minutos a 68°C, uma desnaturagio a 95°C durante 30
segundos ¢ uma hibridag¢do dos iniciadores a 56°C
durante 30 segundos, com um ciclo de extensdo final
de 10 minutos a 68°C, realizada num Termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (PE Applied
BioSystems).

De modo a obter um fragmento contendo cada gene
completo, foram desenhados iniciadores nas regides
gendmicas conservadas, adjacentes aos genes jAp870
e jhp649, tendo como referéncia a sua localizagdo
genomica nas duas estirpes de referéncia (Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores utilizados nas reac¢des de amplificago.

Table 1: PCR primers used in this study.

Genes nucleotide sequences in these strains, was
subsequently determined, using PCR technique and
enzymatic sequencing. Amplification reaction was
carried out in a final volume of 25 pl containing: 1 pl
of DNA, 1X PCR buffer, 2,8 mM of MgCl,, 200 uM of
each dNTP (Roche Diagnostics GmbH), 0,5 uM of
cach primer, 1 U of Bio-X-Act Short polymerase
(Bioline, London, United Kingdom) and sterilized
distilled water. A negative control, consisting of
distilled water, and two positive controls, consisting of
the reference strains J99 and 26695 DNA, were used.

The amplification reaction started with an initial
cycle of 5 min at 95°C and 1 min at 56°C, followed by
35 cycles constituted by an extension of 3 min at 68°C,
adenaturation at 95°C during 30 s and annealing of the
primers at 56°C during 30 s, with a final extension
cycle of 10 min at 68°C, and was carried out in a
Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 (PE
Applied BioSystems).

In order to obtain a fragment containing each
complete gene, primers were designed in the
conserved genomic regions adjacent to the jAp870 ¢
jhp649 genes, maintaining, as a reference, the
genomic localization in the two reference strains
(Table 1).

Regido Gendémica Iniciador
Genomic Region Primer

Sequéncia (5°? 3%) Tm (°C)
Sequence (5°? 3°) Tm (°C)

Regido Interna

Jhp870BFI  AAAGGGTGTTTGAAACGCTCAATA 66,2

Internal to genes Jhp870B R1 GGTGAATTCTTCTGCGGTTTG 65,5
Regido Fxterna
Lxternal to gences
. ) jhp869 F1 AAGAGGATTGCGTGGTGGAGTTG 62,4
JhpB869/7Ap8T1 ]
jhp871 R1 GGGTTGCCTTTGGGCTTGGA 61,4
) ) Jhp648 F1 TAATTTCGCGCAAAAACATC 51,2
Jhp648/jhp650
jhp650 R1 ATTCCAGCGCCTAATGGA 56,7

Os produtos de amplificagdo obtidos foram
purificados com o kit Jetquick (Genomed GmbH,
Lohne, Alemanha), segundo instrugdes do fabricante.
Estes produtos purificados foram sujeitos a
sequenciagdo enzimatica utilizando o Big Dye®
Terminator (PE Applied Biosystems Chemistry,
Foster City, CA, EUA) e o Sequenciador automatico
Genetic Analyser Abi-Prism 3130 x| (PE Applied
BioSystems).

The amplification products obtained were purified
with a Jetquick kit (Genomed GmbH, Lghne,
Germany) in accordance with the manufacturer's
instructions. These purified products were subjected
to enzymatic sequencing using the Big Dye®
Terminator (PE Applied Biosystems Chemistry,
Foster City, CA, USA) and the Automatic Sequencer
Genetic Analyser Abi-Prism 3130 x1 (PE Applied
BioSystems).
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A reaccdo de sequenciagdo foi realizada
num volume final de 10 pl contendo: 2 pl de Big Dye®
V1.1 (PE Applied Biosystems Chemistry), 0,5 pM de
iniciador, 0,5 a 7,5 ul de DNA purificado e aguna
destilada estéril. O programa de sequenciagdo
consistiu num ciclo inicial de desnaturacio de 30
segundos a 96°C, seguido de 25 ciclos constituidos por
uma desnaturagdo de 10 segundos a 96°C, uma
hibridagio de 5 segundos a 50°C e uma extensio de 4
minutos a 60°C. Estas reac¢des foram realizadas num
Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (PE
Applied BioSystems).

As caracteristicas dos iniciadores de sequenciagio
encontram-se descritas na tabela 2, A sequenciacgio foi
realizada pela técnica de gene walking de modo a
sequenciar o gene ha sua totalidade.

As sequéncias de nucledtidos obtidas foram
visualizadas no programa Chromas (Version 1.45) e
foram analisadas recorrendo ao programa MuitAlin
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.
html). Em seguida foram traduzidas em sequéncias de
aminoacidos correspondentes recorrendo 20 programa
EMBOSS transeq (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/).

The sequencing reaction occurred in a final volume
of 10 pl containing: 2 ul of Big Dye® V1.1 (PE
Applied Biosystems Chemistry), 0,5 (M of primer,
0,5 to 7,5 ul of purified DNA and distilled sterile
water. The sequencing program consisted in an initial
denaturation at 96°C for 30 s, followed by 25 cycles
constituted by a 10 s denaturation at 96°C, a 5 s
hybridation at 50°C and an extension of 4 min at 60°C.
These reactions were carried out in a Thermocycler
GeneAmp® PCR System 9700 (PE Applied
BioSystems).

The characteristics of the sequencing primers are
described in table 2. The sequencing was carried out
with the gene walking technique, in order to sequence
the gene in its totality.

The nucleotide sequences obtained were visualized
in the Chromas (Version 1.45) program and were
analysed by resorting to the MultAlin
program(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/
multalin.html). Then, the corresponding amino acid
sequences were translated using the EMBOSS transeq
program (www.cbi.ac.uk/emboss/transeq/).

Tabela 2: [niciadores utilizados na reac¢io de amplificagio da sequencia¢io enzimatica.

Table 2: Sequencing primers used in this study.

Regiio Gendmica Iniciador Sequéncia (5°? 3%) Tm (°C)
Gcenomic Region Primcr Sequence (57?7 3°) Tm (°C)
jhp869 F1 AAGAGGATTGCGTGGTGGAGTTG 62,4
. Jhp870 F2 TTTACAGACGCTCAAGGCAA 51
Jhp869/jhp871
1hp870 F4 CATCTTGCATGAATTCAGC 52,4
jhp870 R3 GCGTTGGTGGATTTTGGT 53.7
jhp648 F1 TAATTTCGCGCAAAAACATC 51,2
) ) jhp870 F2 TTTACAGACGCTCAAGGCAA 51
Jhp648/7hp650
Jhp870 F4 CATCTTGCATGAATTCAGC 52,4
jhp650 R1 ATTCCAGCGCCTAATGGA 56,7

Analise bioinformatica das sequéncias obtidas.
Graficos de similaridade, utilizando alinhamentos
gerados pelo programa BioEdit Sequence Alignment
Editor (Version 7.0.1), foram obtidos com recurso a
aplicagdo do programa SimPlot (Version 3.5.1).
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Bioinformatic Sequences analysis. Similarity plots,
using the alignments generated by BioEdit Sequence
Alignment Editor (Version 7.0.1) program, were
obtained with the application of the SimPlot (Version
3.5.1) program.
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Resultados

O estudo da distribui¢ao e da diversidade genomica
dos genes jAp870 ¢ jhp649 foi realizado, por PCR ¢
sequenciacdo, em 67 cstirpes clinicas de H. pylori,
seleccionadas ao acaso de um painel mais alargado de
estirpes, obtidas em trés diferentes paises, Portugal,
Brasil ¢ Etidpia.

Avalia¢io da distribuicio dos genes jhp870 e
Jjhp649 no genoma de estirpes clinicas de H. pylori.
Para o estudo da distribuicdo dos genes jhp870 e
jhp649, na amostra de estirpes em estudo, procedeu-se
a uma reac¢do de amplificagdo com os iniciadores
internos, pela técnica de PCR, de modo a amplificar
uma regido conservada nos dois genes, flaqueando
trés inser¢des, de 27, 2 e 4 pb presentes no gene jhp870
¢ ausentes no gene homdlogo jAp649, distinguindo
assim os dois genes pelo tamanho do fragmento
obtido.

A partir dos resultados obtidos, analisou-se a
presenca destes genes nas estirpes clinicas, e para cada
patologia foi avaliada a distribui¢do de cada gene.

Nas estirpes isoladas de doentes com carcinoma
gastrico, obtiveram-sc 2 (40%) cstirpes s6 com o gene
Jhp870, 1 (20%) com o gene jhAp649, e outras 2 (40%)
com os dois genes. Nas estirpes de doentes com ulcera,
foram obtidas 15 (46,9%) estirpes com o gene jap870,
9(28,1%) com o gene jhp649, e 8 (25%) com ambos 0s
genes. E nas estirpes isoladas de dispepsia nio
ulcerosa obtiveram-se 14 (50%) estirpes com o gene
Jhp870, 9 (32,14%) com o gene jhp649, e 5 (17,86%)
estirpes com ambos os genes. Nas duas estirpes de
origem Etiope, observou-se apenas o gene jap870.

Tendo como base a localizagio dos genes jAp870 e
Jhp649 na estirpe J99, (oram denominadas duas
posi¢cdes onde estes genes se podem encontrar: a
regido jhp869/jhp871 (posicdo 1) e a regido
Jhp648/ihp651 (posicido 2).

Na estirpe de referéncia J99 ambos os genes estdo
presentes, encontrando-se o jAp870 na posi¢do 1 e o
Jhp649 na posi¢do 2, situagdo identificada como
Jhp870/jhp649. Por outro lado, na estirpe 26695
apenas existe o gene ortdlogo do gene jhp649,
denominado HP0710, e que se encontra na posigio 2,
enquanto que na posi¢do 1 existe uma regido
intergénica, situag¢do identificada como
intergénica/jhp649, ndo existindo nesta estirpe o
ortdélogo do gene jhp870, tal como j& referido
anteriormente.

Pela amplificagdo destas regides utilizando os
iniciadores externos, verificou-se que nas estirpes
clinicas estes genes ocupam as mesmas posigdes
genomicas das estirpes de referéncia, no entanto as
suas posi¢oes podem estar trocadas e podem existir em
mais do que uma cdpia. Assim, pode-se encontrar no
mesmo genoma uma destas combinagdes: 2 copias do
gene jhp870 ou do gene jhp649, ocupando as posigdes
12 (jhp870/jhp870; jhp649/jhp649); 1 copiado gene

Results

The study of the genomic distribution and diversity
of the jAp870 and jhp649 genes was carried out
through PCR sequencing in 67 H. pylori clinical
strains, which were randomly selected from a wider
pancl of strains obtained in three different countrics:
Portugal, Brazil and Ethiopia.

Evaluation of the jhp870 and jhp649 genes
distribution in H. pylori clinical strains genome. To
study the jAp870 and jhp649 genes distribution in the
panel of strains considered, an amplification reaction
was performed using the PCR technique, with the
internal primers. This was done in order to amplify a
conserved region of the two genes, flanking three
insertions of 27, 2 and 4 bp present in the j2p870 gene
and absent in its homologous jAp649. Thus the two
genes were distinguished by the size of the PCR
fragment obtained.

Based on the results of this PCR, the distribution of
these genes was evaluated in the clinical strains, as
well as within each pathology.

Among strains from patients with gastric carcinoma,
2 (40%) had only the jAp870 gene, 1 (20%) the jhp649
gene and another 2 (40%) had both genes. In strains
isolated from patients with peptic ulcer, 15 strains
(46.9%) presented the jAp870 gene, 9 (28.1%) the
Jhp649 gene and 8 (25%) had both genes. Finally, in
non-ulcer dyspepsia strains, 14 strains {50%) harbour
the jAp870 gene, 9 (32.14%) the jAp649 gene, and 5
strains (17.86%) had both genes. In the two strains of
Ethiopian origin, we only observed the jAp870 gene.

Based on the localization of the jAp870 and jhp649
genes on the J99 strain, two positions where these
genes could be found were identified: the
Jhp869/jAp871 region (position 1) and the
Jhp648/jhp651 region (position 2).

In the J99 reference strain, both genes are present,
with the jAp870 gene in position 1 and the j4p649 in
position 2, which was designated jAp870/jhp649. On
the other hand, in the 26695 strain there is only an
orthologous gene to jhp649, denominated as HP0710,
which is found in position 2, while in position 1 there is
an intergenic region, which was designated
intergenic//hp649. As previously mentioned, no
homologous gene of jAp870 exists in this strain.

Using the external primers targeting the two genomic
positions, we verified that in the clinical strains these
genes occupy the same positions as in the reference
strains. However, their positions may be switched and
they may exist in more than one copy. Thus, in the
same genome one of these combinations can be found:
2 copies of the jhp870 gene or the jAp649 gene,
occupying positions 1 and 2 (jAp870/jhp870;
Jhp649/jhp649); 1 copy of the jAp870 gene or the
jhp649 always occupying position 2, while in position
1 there is an intergenic region (intergenic/jAp870;
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Jjhp870 ou do jAp649 ocupando sempre a posigio 2,
enquanto que na posi¢do 1 existe uma regido
intergénica (intergénica/jhp870; intergénica/jhip649);
ou 1 cépia de cada gene, ocupando indiferentemente
uma das posi¢des (jAp870/jhp649; jhp649/jhp870).
Foi entfo avaliada a distribuig@o genomica por posigao
e numero de copias, para cada patologia.

Em estirpes isoladas de doentes apresentando
carcinoma gastrico, encontrou-s¢ apenas uma estirpe
para cada combinagio apresentada: regiido
intergénica/jhp870, jhp870/jhp870, jhp870/jhp649,
Jhp649/jhp870 e jhp649/jhp649.

Nas estirpes com origem ulcerosa encontraram-se 8
(25%) estirpes apresentando a combinagio
intergénica/fhp870, 7 (21,8%) jhp870/jhp870, 5
(15,6%) intergénica/jhp649, e 4 (12,5%) estirpes para
cada uma destas combinacdes jhp870/jhp649,
Jhp649/jhp870 e jhp649/jhp649. Por dltimo, nas
cstirpcs isoladas dc docntcs com dispcpsia nido
ulcerosa, obtiveram-se 8 (28,6%) com a combinagao
intergénica/jhp870, 7 (25%) intergénica/jhp649, 6
(21,4%) jhp870/jhp870, 5 (17,8%) jhp649/ihp870 ¢
por fim 2 (7,14%) estirpes com jap649/jhp649.

Nas estirpes da Etidpia, para as quais ndo se conhece
a proviniéncia clinica, foi encontrada a combinagdo
intergénica/jhp870 para uma estirpe, e jhp870/jhp870
para outra.

Anailise das sequéncias de nucleétidos dos genes
Jhp870 e jhp649. Para todas as estirpes estudadas, foi
obtida uma sequéncia completa codificante do gene ou
dos genes presentes, compativel com a sua
funcionalidade, e com tamanhos bastante variaveis. Os
fragmentos correspondentes ao gene jAp870 variaram
entre 1974 e 2007 pb, a maioria apresentando 0s
tamanhos 1986 e 2007 pb. Para o gene jhp649, os
fragmentos apresentaram um tamanho inferior, com
maior variabilidade, encontrando-se tamanhos entre
1941 e 1986 pb, sendo o tamanho mais frequente de
1962 pb. No total das estirpes clinicas, foram obtidas
64 sequéncias de nucledtidos e de aminoacidos para o
gene jhp870, e 41 para o gene jhp649.

Avaliacio da homologia entre as sequéncias dos
genes jhp870 e jhp649. Foi avaliado o grau de
homologia entre as sequéncias de nucledtidos dos
genes jhp870 e jAp649, de todas as estirpes, utihizando
alinhamentos multiplos gerados no programa BioEdit
Sequence Alignment Editor, pelo método ClustalW ¢
utilizando Bootstrap NJ Tree com 1000 réplicas.

A partir desses alinhamentos foram gerados graficos
de similaridade pelo método Jukes-Cantor (I-
parameter) ™, através do programa Simplot.

Os graficos de similaridade sugerem a existéncia de
trés rcgiGes distintas cm ambos os genes, que foram
denominadas por segmentos 1, 2 e 3, e que
correspondem, respectivamente, as regides 5', média e
3'dos genes (Figura 2).
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intergenic/jhp649); or 1 copy of each gene, occupying
indifferently one of the positions (GAp870/jhp649;
Jhp649/jhp870). The genomic distribution was then
evaluated according to the position and number of
copies for each pathology.

In strains isolated from patients with gastric
carcinoma, only one strain for each combination was
observed: intergenic/jhp870, jhp870/jAp870,
Jhp870/jhp649, jhp649/jhp870 and jAp649/jhp649.

In strains of ulcerous origin, we found 8 strains
(25%) that prcscntecd thce combination
intergenic/jaAp870, 7 (21.8%) jhp870/jhp870, 5
(15.6%) intergenic/jhp649 and 4 strains (12.5%) for
cach of these combinations: jAp870/jhp649,
Jhp649/jhpR70 and jhp649/jhp649. Finally, in strains
isolated from patients with non-ulcer dyspepsia, 8
(28.6%) had the combination intergenic/jhp870, 7
(25%) intergenic/jhp649, 6 (21.4%) jhp870/jhp870, 5
(17.8%) jhp649/jhp870 and 2 strains (7.14%)
Jhp649/jhp649.

In the Ethiopian strains, whose clinical source is
unknown, the combination intergenic/fAp870 was
observed for one strain, and jAp870/jhp870 for the
other.

Analysis of the j#p870 and jhp649 genes nucleotide
sequences. For all of the strains studied, a complete
codifying sequence of the gene or genes present was
observed, with significant size variations.

The corresponding fragments of the jAp870 gene
varied between 1974 and 2007 bp, with the majority
presenting a size between 1986 and 2007 bp. For the
Jhp649 gene, the fragments presented a size varying
between 1941 and 1986 bp. Overall, 64 nucleotide and
amino acid sequences for the j/Ap870 gene and 41 for
the /Ap649 gene were obtained.

Homology evaluation of the jhp870 and jhp649
genes sequences. The degree of homology between
the nucleotide sequences of the jAp870 and jhp649
genes were evaluated in all of the strains by using
multiple alignments which were generated in the
BioEdit Sequence Alignment Editor program with the
ClustalW method and using the Bootstrap NJ Tree
with 1000 replications.

From these alignments similarity plots were
generated with the Jukes-Cantor (1-parameter)
correction "', using the Simplot program.

The similarity plots suggest the existence of three
distinct regions in both genes which were
denominated as segments 1, 2 and 3, and that
correspond, respectively, to 5', middle and 3' regions
ofthe genes (Figure 2).

By observing the zone corresponding to segment 1,
represented in the figure 2 plot, we verified that there
are differences among the nucleotide sequences of the
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Figura 2: Representagfio grafica da similaridade entre os genes jAp870 (linha preta) e jhp649 (linha cinzenta), em vérias
estirpes de H. pylori em estudo. Este grafico foi gerado usando 16 estirpes representativas de cada gene, com o modelo
Jukes-Cantor (1-parameter), uma janela de 200 pb, um passo de 20 pb, sem Gap Strip e como referéncia a sequéncia do gene

hp870.

Figure 2: Similarity plot representation between the jap870 genes (black line) and j2p649 (grey ling), in various H. pylori
strains under study. This plot was generated by using 16 strains representative of each gene, with the Jukes-Cantor
correction (I-parameter), a 200 bp window, a 20 bp step, without Gap Strip and as reference the jip870 gene sequence.

Pela observagdo da zona correspondente ao
segmento 1, representado no grafico da figura 2,
verifica-se que existem diferengas entre as sequéncias
nucleotidicas dos dois genes, sendo a zona de maior
diferenca entre 500 e 700 pb, onde a similaridade entre
os dois genes é apenas cerca de 50%. Esta diferenga
traduz-se, a nivel da sequéncia de bases,em quatro
inser¢gdes de 15, 27, 2 e 4 nucledtidos, presentes no
gene jhp870 e ausentes no seu homologo jap649
(Figura 1). Em relagdo ao segmento 3, nao ha
diferengas muito demarcadas, demonstrando que a
regido 3' ¢ bastante conservada nos dois genes e entre
eles (Figura 2).

Ao contririo das regides anteriores, a regido
gendmica que corresponde ao segmento 2 de ambos os
genes € exiremamente polimdrfica, tendo sido
detectadas diferengas notorias entre os dois genes € em
sequéncias do mesmo gene em diferentes estirpes
(Figura?2).

Devido ao elevado grau de polimorfismo observado
na regiio média de cada gene, proceden-se a uma
analise mais detalhada desta regido, incluindo quer a
analise das sequéncias de bases, quer das respectivas
sequéncias proteicas. Assim, a partir de um
alinhamento gerado com as proteinas JHP870 e
JHP649 (Figura 3), observou-se que nas estirpes
clinicas ¢ de referéncia estudadas, existem scis
variantes alélicas distintas, Estes alelos foram
denominados por Al, AIl, AIll, ATV, AV e AVI, e
identificados em todas as estirpes presentes neste
estudo, embora apresentando uma distribui¢do
diferente consoante o gene.

two genes, the region of highest difference being
between 500 and 700 bp, where the similarity between
the two genes is only 50%. This difference
corresponds to the four insertions of 15, 27, 2 and 4
nucleotides present in the jAp870 gene and absent in
Jjhp649 (Figure 1). Regarding segment 3, there are not
many relevant differences, demonstrating that 3'
region is significantly conserved within and between
the two genes (Figure 2).

On the other hand, the genomic region that
corresponds to segment 2 for both genes is extremely
polymorphic. There were notorious differences
detected between the two genes and in sequences of
the same gene in different strains (Figure 2).

Due to the high level of polymorphism observed
in the middle region of each gene, a more detailed
analysis of this region was performed, including the
analysis of nucleotide sequences and predicted amino
acid sequences. Thus, from the alignment generated
from the JHP870 and JHP649 proteins (Figure 3), six
allelic variants were distinguished. These alleles were
denominated as Al, AIl, ATII, ATV, AV and AV], and
identified in all of the strains present in this study,
although they presented different distributions in each
gene.
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Figura 3: Alinhamento representativo das variagdes no segmento 2 (do aminoacido 254 ao 340) das proteinas JPH870 ¢
JHP649, de estirpes clinicas e de referéncia. A sequéncia do gene jAp870 foi usada como referéncia. Os pontos indicam a
presencga de amino4cidos iguais a estirpe de referéncia, os tragos indicam delecgdes ¢ as caixas sdo usadas para separar os

diferentes alelos.

Figure 3: Alignment representing the variations in segment 2 (from the amino acid 254 to 340) from the JPH870 and
JHP649 proteins, of clinical strains and of the reference strains. The sequence of the j/ap870 gene was used as reference. The
dots refer to sites where the amino acids match those of the reference sequence, the hyphens represent deletions and the

boxes are used to separate the different alleles.

Na estirpe de referéncia J99, a proteina JHP870
apresenta o alelo Al ¢ a proteina JHP649 o alelo AIIL,
enquanto que na estirpe 26695, a proteina HP0710
(homologa de JHP649) apresenta o alelo AlL

As proteinas JHP870 das estirpes clinicas
apresentam os alelos Al, AIl, Alll e AV, onde o alelo Al
¢ exclusivo desta proteina e predominante, sendo
observado em 75% das estirpes clinicas. Os alelos All
e AIll existem em algumas estirpes (17,2 ¢ 6,3%,
respectivamente), enquanto que o AV s6 foi observado
numa estirpe de origem Portuguesa (1,6%). Em
relagdo as proteinas JHP649, estas apresentam os
alelos AII, AIIl, AIV e AVI, sendo o alelo AIl
predominante (82,9%). Os alelos AIIl e AIV
observam-se em algumas estirpes (9,8 e 4,9%,
respectivamente), excepto o AVI que também sé foi
encontrado numa unica estirpe (2,4%), de origem
Brasileira. O alelo Al € predominante e exclusivo das
proteinas JHP870, enquanto que, o alelo AIl é
predominante nas proteinas JHP649 ¢ ¢ o segundo
mais frequente nas proteinas JHP870. O alelo AV s6
foi encontrado na sequéncia proteica JHP870 de uma
estirpe clinica. Por outro lado, os alelos AIV e AVI ndo
foram observados nas proteinas JHP870. Também o
alelo AVI s6 foi detectado numa estirpe pertencenteas
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In the J99 reference strain, the JHP870 protein
presents the allele Al and the JHP649 protein the allele
AlIl, whereas in the 26695 strain, the HP710 protein
(homologous to JHP649) presents the allele ATl

The JHP870 proteins of the clinical strains
presented the alleles AL, AIL, AIIl and AV, where the
allele Al is exclusive and predominant, observed in
75% of the clinical strains. The alleles AII and AIII
were observed in some strains (17.2 and 6.3%,
respectively), while the AV was only observed in one
strain of Portuguese origin (1.6%). With regard to the
JHP649 proteins, they presented the alleles AIL, AIIL,
AIV and AVI, where the allele AIl was predominant
(82.9%). The alleles AIIl and AIV were observed in
some strains (9.8 and 4.9%, respectively), except for
the AVI which was also only found in one strain
(2.4%) of Brazilian origin. The allele Al was
predominant and exclusive of the JHP870 proteins,
whereas the allele All, predominant in the JHP649
proteins, is the second most frequent in the JHP870
proteins. The allele AV was only found in the JHP870
amino acid sequence of a clinical strain. On the other
hand, the alleles AIV and AVI were not observed in the
JHP870 proteins. The allele AVI was also only
detected in a strain belonging to the JHP649 proteins.
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proteinas JHP649. Por fim, o alelo AIII foi detectado
em proteinas JHP870 e JHP649, sendo embora pouco
prevalente (< 10%).

O facto de o alelo Al ser exclusivo e predominante
das proteinas JHP870, permite fazer a disting3o entre
os genes jap870 e jhp649.

Em geral, os resultados obtidos tendo em conta o
tipo de populac¢do (adultos e criangas), as diferentes
patologias e a origem geografica, mostram que a
distribui¢do dos alelos é homogénea, ndo existindo
diferencas importantes entre os diferentes grupos
estudados.

De forma a analisar as semelhangas ¢ diferencas

entre os varios alelos, foram gerados graficos de
similaridade a partir de sequéncias nucleotidicas
representativas de cada alelo (dados ndo mostrados).
Numa primeira analise, verifica-se que os alelos que
mais divergem entre si sdo os alelos Al e AlL e que
curiosamente 530 os predominantes nas proteinas
JHP870 e JHP649, respectivamente.
Globalmente, ¢ tendo em conta os alelos
predominantes, os alelos AV e AVI apresentam uma
maior similaridade entre si e sdo os mais proximos do
alelo AT (Al e AV sdo exclusivos das proteinas JHP870
e o AVI exclusivo de JHP649). O mesmo se observa
para os alelos Alll e ATV, que também apresentam uma
maior similaridade com o alelo AII (AIV ¢ exclusivo
das proteinas JHP649).

Estas semelhangas também podem ser observadas
nas sequéncias de aminoacidos mostradas no
alinhamento da figura 3.

A presenga dos alelos consoante a posigao gendmica
ndo é propriamente aleatéria, verificando-se que para
algumas distribuigdes gendmicas, existe uma
tendéncia para a presenga do mesmo alelo ou da
mesma combinagio de alelos. Nas estirpes que tém a
combinagio jhp870/jhp870, ambos os genes
codificam pata duas proteihas que apresentam sempre
o mesmo alelo, 3 excepc¢io de uma estirpe, e que pode
ser Al, AIl ou AIIl. As que tém presente apenas uma
copia do gene jAp870 (intergénica/jhAp870), este
codifica para proteinas que apresentam na grande
maioria o alelo Al e, algumas, o alelo AIL O alelo ATl
s6 estd presente nas proteinas JHP870 nas duas
sitnag¢des referidas anteriormente, e nunca aparece nas
combinagbes jhp870/jhp649 ou jhp649/jhp870. As
proteinas JHP649 resuliantes da combinagio
intergénica/jhp649 apresentam sempre o alelo All,
existindo um Unico caso excepceional, que apresenta o
alelo AIIl. As proteinas resultantes da combinacio
jhp649/jhp649 também apresentam na maioria dos
casos o alelo ATl, existindo apenas dois casos em que
uma das copias apresenta outro alelo diferente (AIIl ou
AVI).

Nas estirpes que possuem os dois genes,
independentemente da posigdo, os alelos sdo sempre
diferentes, em que as proteinas JHP870 podem
apresentar os alelos Al ou AV, e as proteinas JHP649
variam entre os alelos AII, AIIl ou AIV.

Finally, the allele AIIl was detected in the JHP870 and
JHP649 proteins, although with a low prevalence (<
10%).

Being the allele Al exclusive and predominant in
JHP&70 proteins, this fact can be used to make a
distinction between the jAp870 and jAp649 genes.

The results obtained, in general, show that the
distribution of alleles is homogeneous, and there are
no important differences among the different groups
studied (type of population, adults or children, kind of
pathology and the geographic region).

In order to analyze the similarities and differences
among the various alleles, we generated similarity
plots, based on the nucleotide sequences that
represented each allele (data not shown). In a first
analysis, we verified that the alleles which diverges
the most between themselves are the alleles Al and
All, and curiously these are predominant in the
JHP870 and JHP649 proteins, respectively.

Globally, and taking into account the predominant
alleles, the alleles AV and AVI present the higher
similarity between themselves and are closer to the
allele Al (Al and AV are exclusive to the JHP870
proteins and the AVI is exclusive to JHP649). The
same is observed for the alleles ATl and ATV that also
present a higher similarity with the allele ATl (AVI is
exclusive to the JHP649 proteins).
These similarities can also be observed in the amino
acid sequences shown in the alignment of figure 3.

The presence of the alleles according to the genomic
position is not exactly random, and we verified in
some genomic distributions that there is a tendency for
the presence of the same allele or the same
combination of alleles. In the strains that have the
Jhp&70/jhpRT70 combination, both genes codify for
two proteins that always present the same allele, with
the exception of one strain, and it can be Al, All or
AIIL. Thosc that have only onc jAp870 genc copy
(intergenic/jhp870) codify for proteins which present
in most cases the allele Al, and some the allele AIL. The
allele ATl is only present in the JHP870 proteins in the
two previous referred situations and never appears in
the jhp870/jhp649 or jhp649/jhp870 combinations.
The JHP649 proteins resulting from the combination
intergenic/jhip649 always present the allele AIL. There
is only one exceptional case that presents the allele
AIIL. The proteins resulting from the jAp649/jhp649
combination also present in the majority of cases the
allele AIL There are only two cases where one of the
copies presents a different allele (AIIl or AVI).

In strains that have the two genes the alleles are
always different, independently of the position, where
the JHP870 proteins present the allelic variants Al or
AV, and the JHP649 proteins vary among the alleles
AIL Alll or ATV.
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Discussio

Este trabalho teve como objectivo o estudo
genotipico de um novo potencial marcador de
viruléncia em H. pylori, o gene jhp870, e do seu gene
homélogo jhp649, utilizando-se uma amostra de 67
estirpes clinicas de H. pylori, isoladas de doentes de
diferentes regides geograficas e apresentando diversas
patologias gastroduodenais (carcinoma gastrico,
ulcera péptica c dispepsia ndo ulccrosa).

Um estudo recente da distribuigdo destes genes num
painel alargado de estirpes clinicas de H. pylori
isoladas de doentes pediatricos, sugerem que o gene
Jhp870 podera constituir um novo marcador da doenga
ulcerosa péptica, pois foi observado em 78,3% de
doentes com tlcera e 35,3% com dispepsia nfo
ulcerosa, enquanto que o gene jaAp649 parece estar
mais relacionado com a dispepsia ndo ulcerosa, tendo
sido observado em 41,7% de doentes com ulcera e
74,5% com dispepsia ndo ulcerosa ',

No presente trabalho, foi analisada a prevaléncia,
numero de copias, distribui¢o e diversidade gendmica
destes genes em estirpes clinicas de H. pylori.

Em rela¢dio a associagdo entre a prevaléncia dos
genes ¢ a patologia dos doentes, ndo serdo feitas
consideragdes, dada a reduzida dimensao da amostra e
consequentemente o niimero reduzido de doentes para
cada patologia, e porque esta associagdo ja foi descrita
em detalhe para a populagio em estudo "

A diversidade nas sequéncias dos genes jhp870 e
Jhp649 foi avaliada na amostra de estirpes clinicas de
H. pylori através de alinhamentos e representagdes
graficas de similaridade, com base nas sequéncias de
bases e nas respectivas sequéncias de aminoacidos. No
geral, e para ambos os genes, jAp870 e jhp649,
observou-se uma elevada conservagio das sequéncias
de bases em estirpes clinicas, expressa nos graficos de
similaridade.

No entanto, no gene jAp870 foi identificada uma
regido, correspondente 4 regido média e designada por
segmento 2, que apresenta uma grande diversidade
alélica onde se observaram quatro variantes distintas,
alelos AI, AIl, AIll e AV. O alelo predominante e
exclusivo das proteinas JHP870 € o alelo Al, estando
presente em 75% das estirpes.

Também para o gene jhp649 se observou grande
diversidade alélica na sua regido média, onde estio
presentes variantes comuns (AIl e AlIIl) e distintas
(AIV e AVI), das encontradas no gene jap870. O alelo
predominante nas proteinas JHP649 é o alelo All,
estando presente em 82,9% das estirpes, e é 0 segundo
alelo mais frequente nas proteinas JHP870 (17,2%).

A conclusio mais importante deste trabalho é a
definig8o das variantes alélicas, € a observagdo da sua
constincia em todas as estirpes, independentemente da
sua origem geografica, patologia, tipo de populagéo, o
que sugere a antiguidade destes alelos, e evidencia a
sua conservagio ao longo da evolugdo. Mais, ao existir
esta conservagdo numa regido polimorfica, implica
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Discussion

The aim of this research was the genotypic study of
a H. pylori potential new virulence marker, the jAp870
gene, and its homologous the jAp649, using a samplc
of 67 H. pylori clinical strains, isolated from patients
from different geographical regions and presenting
diverse gastroduodenal pathologies (gastric
carcinoma, peptic ulcer and non-ulcer dyspepsia).

Arecent study of the distribution of these genes ina
wide sample of H. pylori clinical strains, isolated from
paediatric patients, suggested that the jhp870 gene
may constitute a new marker of the peptic ulcer
disease, as it was observed in 78.3% of the patients
with an ulcer and 35.3% of those with non-ulcer
dyspepsia, while the j#p649 gene seems to be more
related with the non-ulcer dyspepsia, as it was
observed in 41.7% of the patients with ulcer and
74.5% of those with non-ulcer dyspepsia"”.

In the present study, the prevalence, number of copies,
distribution and genomic diversity of these genes were
analysed in H. pylori clinical strains.

Regarding the association between the prevalence
of the genes and the pathology of the patients, no
considerations are to be made, given the reduced
dimension of the sample and the reduced number of
patients for each pathology. This association has
lalready been made in detail for the population studied
10)

The diversity of jAp870 and jhp649 sequences was
evaluated in a sample of the H. pylori clinical strains
through alignments and similarity plot
representations, based on the nucleotide and predicted
amino acid sequences. In general, the jAp870 and
Jjhp649 genes displayed a high level of conservation
among the gene, shown in the similarity plots.

However, in the jAp870 gene, a region
was identified, corresponding to the middle region
designated by segment 2, which presents a high allelic
diversity, where four distinct allelic variants, AI, AIl
ATIl and AV, were observed. The predominant and
exclusive allele for the JHP870 proteins is the allele Al
which is present in 75% of'the strains.

For jAp649 gene an extremely allelic diversity in
the middle region was also detected, where common
variants (AII and AIII), as well as distinct ones (AIV
and AV]), from those found in the jAp870 gene, were
present. The predominant allele in the JHP649
proteins is the allele Al which is Present in 82.9%
of the strains, and it is the second most frequent
allele in the JHP870 proteins (17.2%).

The most important conclusion of this study is the
definition of allelic variants and the observations of
their maintenance in all of the strains, independently
of the geographic origin, pathology or type of
population, which suggests their antiquity, and shows
conservation up along the evolution. Furthermore, the
existence of an allelic conservation in a polymorphic
region implies that these alleles can influence the
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que estes alelos podem ter alguma influéncia na
fung¢io da proteina.

Esta diversidade alélica é também observada
noutros membros da familia das OMP de H. pylori,
como € o caso das proteinas BabA, BabB ¢ HopZ, que
partilham um perfil conservado de segmentagido do
gene, traduzido na existéncia de pelo menos duas
variantes alélicas, altamente conservadas ">

A maior parte dos membros da familia das OMP
possui uma forte similaridade nos terminais C e N
sugerindo a sua necessidade para fungdes
conservadas, enquanto que as regides centrais
variaveis poderao codificar fun¢Ges Ginicas especificas
de cada proteina "

Este estudo vem demonstrar a existéncia de
variabilidade alélica nestes dois membros (jApR70 ¢
jhp649) da familia das OMP de H. pylori, e a
observacio de alelos exclusivos de cada gene, que
podera constituir uma base para a sua diferenciagdo
genotipica. Também a genotipagem de outras estirpes
clinicas, oriundas de diferentes regides geograficas,
contribuird para o conhecimento da distribuicdo
alélica e para a confirmagio da sua conservagdo.

Por fim, e de modo a elucidar a importancia destas
variantes alélicas na patogenia de H. pylori, pretende-
se estudar a associagao entre alelos e outros factores de
viruléneia j& descritos para csta bactéria.
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