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RESUMEN

La prevalencia de H. pylori en la poblacion es alta. Se estima que el 60% de la
poblacion mundial esta infectada por el H. pylori (1), se encuentra asociado al
origen de patologias gastroduodenales como: gastritis cronica, ulceras
géstricas, cancer gastrico, entre otras (2). Las infecciones por esta bacteria son
frecuentes en los individuos de clase socioeconémica baja y/o en los paises
subdesarrollados como Colombia (1). Consecuentemente en estos paises es
donde mas se produce el fendmeno de la automedicacion (3), siendo este
problema un factor importante para el origen de resistencia bacteriana (4). La
resistencia a los antibioticos es una de las principales causas del fracaso del
tratamiento para H. pylori (5). La presencia de mutaciones en algunos sitios de
los genes gyrA, PBP-1A y 23S rRNA puede provocar resistencia a la
Levofloxacina, Amoxacilina y Claritromicina respectivamente. A nivel
nacional se han realizado contados estudios para puntualizar el porcentaje de
resistencia en sus regiones. Es necesario conocer la incidencia de mutaciones
genéticas de resistencia antibidtica en las cepas de H. pylori presentes en
Monteria. La determinacion fenotipica de estas mutaciones es tortuosa y de
baja sensibilidad (6), Lo que hace necesario establecer la existencia o no de
dichas mutaciones por medio de métodos genotipicos utilizando técnicas de la
biologia molecular y bioinformética. Con este estudio se buscé conocer la
frecuencia de mutaciones en H. pylori responsables de la resistencia a
claritromicina, amoxicilina y levofloxacina de pacientes de la ciudad de
Monteria, en el cual fueron procesadas 27 pares de cromatogramas, 9 por cada
gen, provenientes de 9 biopsias gastricas positivas para H. pylori de pacientes
de la ciudad de Monteria. Se logré6 determinar la presencia de resistencia a
levofloxacina 50% (4/8), a amoxacilina 50% (4/8) y no se detecto resistencia a
levofloxacina. Lo cual brinda informacion que pueda ayudar a establecer un
protocolo terapéutico eficaz y mas acorde a la susceptibilidad de este

microrganismo en la region.

Palabras clave: Biologia molecular, Bioinformética, Genes, Mutacion,

Resistencia antibiotica, Helicobacter pylori, PCR, Secuenciacion, Alineamiento.



ABSTRACT

It is estimated that 60% of the world population is infected by H. pylori (1). It is
associated with pathologies such as chronic gastritis, gastric ulcers, gastric
cancer, among others (2). Resistance to antibiotics is one of the main causes of
treatment failure for H. pylori (5). The presence of mutations at some sites of
the gyrA, PBP-1A and 23S rRNA genes may provoke resistance to
Levofloxacin, Amoxicillin and Clarithromycin respectively. In Colombia, few
studies have been done to indicate the percentage of resistance in their
regions. It is necessary to know the incidence of genetic mutations of antibiotic
resistance in the strains of H. pylori present in Monteria. This study sought to
know the frequency of mutations in H. pylori responsible for resistance to
clarithromycin, amoxicillin and levofloxacin in patients from the city of Monteria;
27 of chromatograms, 9 per gene, were processed from 9 H. pylori positive
gastric biopsies from patients in the city of Monteria. The presence of resistance
to levofloxacin 50% (4/8), amoxicillin 50% (4/8) and no resistance to
levofloxacin was detected. This provides information that may help to establish
an effective therapeutic protocol more in line with the susceptibility of this

microorganism in the region.

Key words: Molecular biology, Bioinformatics, Genes, Mutation, Antibiotic

resistance, Helicobacter pylori, PCR, Sequencing, Alignment.
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INTRODUCCION

La prevalencia de H. pylori en la poblacion es alta. Se estima que el 60% de la
poblacion mundial estd infectada por el H. pylori (1), ademas, se encuentra
asociado al origen de patologias gastroduodenales como: gastritis cronica,
ulceras gastricas, cancer gastrico, y ademas se encuentra relacionado con
afecciones no digestivas como puarpura trombopénico idiopatico, anemia
idiopatica por deficiencia de hierro, deficiencia de vitamina B12 (2)(7)(8). Las
infecciones por esta bacteria son frecuentes en los individuos de clase
socioeconémica baja y/o en los paises subdesarrollados como Colombia (1).
Consecuentemente en estos paises es donde mas se produce el fenbmeno de
la automedicacion (3), siendo este problema un factor importante para el origen
de resistencia bacteriana (4). La resistencia a los antibiéticos es una de las

principales causas del fracaso del tratamiento para H. pylori (5).

El aumento de casos de “superbacterias” resistentes a numerosos antibiodticos
es un gran problema tanto en materia de salud como econémico. Anualmente
se registran en el mundo unas 700.000 muertes por estos agentes y en los
paises en via de desarrollo se estima que esta magnitud aumente
exponencialmente, en la actualidad, a nivel mundial se esté invirtiendo cerca de
100 billones de ddlares al afio para lidiar con este problema y se pronostica que
para el 2050, 10 millones de personas moriran a causa de bacterias
multiresistentes (9). Por lo que se hace necesario establecer protocolos
terapéuticos apropiados para tratar este patdégeno de acuerdo a su perfil de

resistencia.

La resistencia de H. pylori esta arrojando un nimero de fracasos al tratamiento
estandar cada vez mayor a causa de variados indices de resistencia
diferentes en cada pais y region. En Brasil un estudio realizado a pacientes
pediatricos, y adolescentes, obtuvo una resistencia global de 49.3%, donde el
40% de las cepas fueron resistentes a metronidazol, y un 19,5% a
claritromicina (6). Otro estudio realizado a nifios japoneses demostré que existe
resistencia a claritromicina, y metronidazol en un porcentaje de 36.1%, y
14.8%, respectivamente (6). La prevalencia de la resistencia a la amoxicilina,
afortunadamente, se ha mantenido baja, donde la mayoria de los estudios han

reportado menos del 2% en todos los paises europeos incluyendo Alemania y
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los paises bajos (10), excepto en Kenia y Bangladesh donde arrojé un 4,6% y
6,6% respectivamente (11). En Asia y sur-américa la resistencia a amoxicilina
ha sido reportado por encima de 38% (10). La resistencia primaria de H. pylori
a las fluoroquinolonas (Levofloxacina) se ha informado en altas tasas en paises
como China e ltalia con 34,5% y 22,1% correspondientemente, mientras que
recientes estudios en Estados Unidos han demostrado un 31,9% de resistencia
y en Portugal también se ha notificado una alta tasa de resistencia: 20,9% (10).

A nivel nacional se han realizado contados estudios para puntualizar el
porcentaje de resistencia a amoxicilina, claritromicina, y levofloxacina en sus
regiones. En cuanto a la resistencia a amoxicilina, en Cali se ha demostrado
que existe una resistencia del 5,4% (8/147) (12), en Bogota 7% (6/84) (13),
mientras que en el eje cafetero (Armenia y Pereira) no se presento resistencia
(14). Respecto a claritromicina, en Bogota se han publicado resistencias de
17,72% y 15% (11,12), mientras que en el centro occidente del pais se ha
obtenido un 3,8% (11). En cuanto a la levofloxacina, En Bogota se ha
observado una resistencia de (15,6%) entre 2009 y 2011. (13,4%) para 2009.
(23,2%) en el 2010 y en el 2011( 14,85%) (15).

Nuestro departamento de Cordoba, a pesar de haber experimentado en los
altimos afios un marcado crecimiento econémico con una reduccién de la
desigualdad (16), aun presenta grandes poblaciones con un nivel
socioeconémico bajo (17). Lo cual conjugandolo con la alta incidencia
infecciosa de este patdgeno, la automedicacién y el abandono del tratamiento,
da lugar a una presion selectiva aun mayor, lo cual promueve la aparicién de

cepas de H. pylori resistentes a antibioticos.

La presencia de mutaciones en algunos sitios de los genes gyrA, pbplAy 23S
rRNA puede provocar resistencia a la Levofloxacina, Amoxacilina y
Claritromicina respectivamente (18). La determinacion fenotipica de estas
mutaciones en estos genes es complicada y de baja sensibilidad. Debido a que
para el cultivo, la identificacién bioquimica del género y especie, y la obtencion
del perfil de resistencia antibiética se requiere una serie de condiciones
estrictas y dificiles de obtener (6). Lo que hace necesario establecer la
existencia o no de dichas mutaciones por medio de meétodos genotipicos

utilizando métodos de biologia molecular y la bioinformatica. Este método es
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frecuentemente utilizado a nivel mundial para determinar la existencia de
mutaciones en H. pylori y otros microorganismos (19), cobrando especial

relevancia en muestras donde no es viable el cultivo por diferentes causas.

Es importante conocer la incidencia de mutaciones genéticas de resistencia
antibiética en las cepas de H. pylori presentes en Monteria, para brindar
informacion que pueda ayudar a establecer un protocolo terapéutico eficaz y
mas acorde a la susceptibilidad de este microrganismo en la regién. Por con
este estudio se buscOd conocer la frecuencia de mutaciones en H. pylori
responsables de la resistencia hacia claritromicina, amoxicilina y levofloxacina
de pacientes de la ciudad de Monteria, por medio de técnicas mucho mas
eficientes y eficaces como lo es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
secuenciacion y posterior analisis del producto de la secuenciacién por medio

de diferentes herramientas bioinformaticas.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 GENERALIDADES DE Helicobacter pylori (H. pylori)

La historia del descubrimiento de H. pylori inicia hace méas de 100 afios cuando
fueron observadas en muestras estomacales de personas que padecian ulcera
gastrica (20) lo que llevo a que varios autores sugirieran que la infeccion por
este microrganismo podria ser causal de ulceras estomacales (21). Sin
embargo, este hallazgo fue anulado por la creencia de que el estbmago era un
organo estéril debido a que ninguna bacteria podria crecer a un pH tan acido y
por lo tanto las bacterias encontradas en €l eran producto de la contaminacion
con la flora de la cavidad oral (22). No fue hasta 1983 cuando Barry Marshall y
Robin Warren publicaron en Lancet (23) el hallazgo de un bacilo curvo no
identificado en el epitelio gastrico de personas con gastritis crdnica activa,
denominado en ese entonces: Campylobacter pylori y en la actualidad:
Helicobacter pylori (20).

Es una bacteria gram negativa en forma de espiral. Puede poseer forma en
espiral, cocoide o en “U” cuando esta en la conversion de una forma a otra. La
accion de 2 a 6 flagelos unipolares le confiere gran motilidad para moverse
rapido en soluciones viscosas tales como la capa de moco presente sobre las
células epiteliales géastricas (20). La presencia de fimbrias o capsulas no ha
sido reportada. Se ha asociado a gastritis, Ulceras pépticas, adenocarcinoma
gastrico y linfomas de linfocitos B del tejido linfoide asociado a la mucosa
gastrica (MALT) (2)(7) y ademas se encuentra relacionado con afecciones no
digestivas como purpura trombocitopénica idiopéatica, anemia idiopatica por
deficiencia de hierro, deficiencia de vitamina B12 (8).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Actualmente se encuentra colonizando a mas de la mitad de la poblacion
mundial (24). La prevalencia global y regional varia desde niveles bajos en los
paises altamente industrializados de Occidente, elevandose en los paises

subdesarrollados de Africa los cuales poseen la predominancia mas alta de
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infeccion por H. pylori con un 70,1%, mientras que en Oceania es mucho mas
baja con 24,4%. Entre los paises, la prevalencia de infeccion por H. pylori varié
desde un 18.9% en Suiza a 87.7% en Nigeria (25). Las tasas de incidencia son
generalmente altas durante la infancia y la prevalencia aumenta abruptamente
en este periodo, mientras que en los paises mas desarrollados las tasas de
infeccion son méas bajas y la proporcién de personas infectadas aumenta de
forma gradual a lo largo de la vida (26).

Las infecciones por esta bacteria son frecuentes, especialmente en los
individuos de clase socioecondmica baja o en los paises en desarrollo como
Colombia (27). Es un microorganismo ubicuo y de amplia distribucion. S6lo una
fraccion de los individuos colonizados desarrolla Ulcera péptica y céncer
gastrico, cuyos factores determinantes son los polimorfismos genéticos del
huésped y su interaccion con una cepa en particular durante décadas de

infeccion (28).

La infeccidn por H. pylori es el factor de riesgo mas importante para el cancer
gastrico, y se estima que representan aproximadamente el 80% de todos los
casos en el mundo (29). El cancer gastrico es dos veces mas frecuente entre
los hombres que en las mujeres (30) del mismo modo el sexo masculino posee
una mayor prevalencia de infeccién por H. pylori tanto en nifios como en
adultos (31).

1.3 RUTAS DE TRANSMISION

Los humanos son el principal reservorio (1) y Existen mdiltiples vias de
diseminacién para H. pylori. La transmisién por via oral-oral a través de la
saliva, vomito tiene una dosis infecciosa se ha estimado en 104 UFC (Unidades
Formadoras de Colonia) por mL (32). Otras vias son la fecal-oral, ingestion de
alimentos y agua contaminados (10); Y la transmision por moscas, la cual esta
respaldada por datos epidemiolégicos y de laboratorio (32). Por lo tanto, las
mejoras en la higiene y las condiciones de vida son factores importantes para

disminuir la prevalencia de la infeccion.
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1.4 GENOMA Y FACTORES DE VIRULENCIA

H. pylori tiene un solo cromosoma circular el cual varia de tamafo entre las
cepas. Hace dos décadas, Taylor et al. (33) analizaron los cromosomas de 30
cepas y encontraron un rango de 1608-1727 kb (1.000 pares de bases) con un
valor medio de 1670 kb.

La presencia o ausencia de factores de virulencia estd regida por diversas
variables como la organizacion cromosomica, mutaciones puntuales en genes
altamente conservados, la presencia de formas no conservadas en el mosaico
de genes (28), sin dejar de lado factores ambientales (como el tabaquismo, el
alto consumo de sal, la desnutricién, la deficiencia de vitaminas y antioxidantes)
(34).

Los principales factores de virulencia comprende la ureasa, adhesina (BabA), la
citotoxina vacuolizante (vacA) y los productos de islas de patogenicidad cag
(cag PAI) (35).

1.4.1 Ureasa

El principal mecanismo utilizado H. pylori para colonizar el epitelio gastrico
tiene como protagonista la enzima ureasa, la cual al hidrolizar la urea en
dioxido de carbono y amoniaco produciendo neutralizacion del pH gastrico el
cual es extremadamente acido (33). Permitiéndole asi crear un “microclima”
con todas las condiciones oOptimas para el crecimiento y desarrollo de esta
bacteria (8).

1.4.2 GEN babA

Las adhesinas de H. pylori facilitan la colonizacion, la persistencia de la
infeccion, el suministro de factores de virulencia a las células del epitelio
gastrico y la remocion por accién del movimiento peristaltico del estbmago (34)
(36).

BabA (blood antigen binding adhesion) es una proteina de 75 KDa que
presenta tropismo por los antigenos del grupo sanguineo Lewisb (Leb)

expresados en las células del epitelio gastrico del huésped (36). La estructura
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del receptor de BabA es similar al antigeno de sangre tipo O. Se ha
demostrado epidemioldégicamente la relacion que existe entre las personas con

tipo de sangre O y las enfermedades gastricas (34).

1.4.3 GEN vacA

El gen que codifica la citotoxina vacuolizante A (vacA) esta presente en todas
las cepas, es una proteina de 87 kD que induce la vacuolizacion y apoptosis de
las células del epitelio gastrico (34) (35). Adicionalmente la toxina VacA
produce multiples efectos inmunoldgicos, debido a que interfiere con la
fagocitosis y la presentacién de antigenos. Ademas inhibe la activacién de las
células T y su proliferacion (20).

1.4.4 GEN cagA

La prevalencia epidemiolégica de la infeccion por H. pylori con CagA-positivo
en los paises occidentales es de casi el 60% (37)(38), y la prevalencia es de

alrededor del 90% en los paises asiaticos (39)(40).

La infeccion con cepas CagA-positivas se asocia a mayor grado de dafio
epitelial, inflamacion cronica y actividad neutrofilica en la mucosa gastrica, asi
como un mayor riesgo de atrofia gastrica y metaplasia intestinal, en
comparacion con las cepas CagA-negativas (34). Varios estudios indicaron que
las cepas CagA-positivas estan directamente asociadas con gastritis aguda,
Ulcera gastrica y desarrollo del cancer gastrico (34). Como resultado, la
virulencia de los aislados individuales de H. pylori se ha medido por su

capacidad para producir CagA.

1.5 DIAGNOSTICO

El examen histolégico de la biopsia géastrica ha sido el método estandar para el
diagnéstico de la infecciébn por H. pylori. Sin embargo, posee algunas
limitaciones como la dependencia de la subjetividad del patélogo, lo que se
traduce en variaciones diagnosticas derivadas de las observaciones de los
distintos profesionales. Esta a su vez ostenta una sensibilidad y especificidad
gue varia del 53% - 90%, debido a que H. pylori se distribuye irregularmente en

la mucosa gastrica, derivando en una no deteccion en muestras tomadas de

19



un sitio “negativo” (6). El cultivo que es actualmente uno de los métodos mas
aceptados comprende una sensibilidad del 69% - 98% y una especificidad del
100% (41). Siempre y cuando éste se realice en condiciones optimas. Sin
embargo, se han informado valores de sensibilidad del 85,4%, en parte a
consecuencia de que H. pylori es una bacteria muy delicada, exigente, de
crecimiento lento y requiere de un cultivo inmediato luego del muestreo para
aumentar las probabilidades de crecimiento (6). Lo que supone un reto a la
hora de determinar su perfil de susceptibilidad antibiética por métodos
fenotipicos. Es asi como hoy por hoy no se cultiva este microorganismo en el
ambito clinico y su diagndstico asi como la deteccion de sus mutaciones, esta

indicado realizarlo por métodos moleculares.

1.5.1 PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La PCR permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de ADN
(acido desoxirribonucleico) (42) fundamentandose en el mismo proceso
utilizado por las células para la replicacion del ADN, en el cual se usan dos
hebras de ADN como molde para tal fin. Es la técnica mas importante de la
biologia molecular debido a que entre otras bondades permite junto con la
bioinformética detectar mutaciones puntuales relacionadas con cambios
fenotipicos especificos (43). Es un método frecuentemente utilizado para
identificar a H. pylori en muestras pequefias y que ademas contiene pocas
bacterias (44). Admite el transporte de la muestra para su procesamiento y no
requiere de la utilizacién de materiales y suministros especiales para el traslado
(6). Es una prueba rapida en comparacién con otros métodos diagndsticos,
igualmente cobra relevancia en aquellas muestras que no pueden ser
cultivadas debido a un transporte prolongado o en casos donde no es viable el

cultivo por contaminacion de la biopsia gastrica.

1.7 TRATAMIENTO

La eleccion del tratamiento de primera linea en cada caso dependera
principalmente de la tasa de resistencia de H. pylori a los antibidticos

prescritos. Todas las guias de practica clinica actuales aconsejan el uso de la
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triple terapia estandar (inhibidor de la bomba de protones [PPI], claritromicina y

amoxicilina) (45).

Para pacientes alérgicos a la penicilina se ha recomendado una triple terapia
clasica (PPI, claritromicina y metronidazol). Sin embargo, varios estudios han
demostrado que esta combinacidon alcanza tasas de erradicacion inaceptables
(46). La terapia cuédruple clasica de bismuto (PPI, bismuto, tetraciclina y
metronidazol) ha logrado mejores resultados (46) y por lo tanto debe ser el
tratamiento de eleccidbn en pacientes alérgicos a la penicilina. Cuando el
tratamiento triple estandar o el tratamiento de primera linea falla se recomienda

el tratamiento de rescate cuadruple.

Varias investigaciones han demostrado que un régimen triple de segunda linea
que involucre levofloxacina obtiene una eficacia similar o superior con una
menor incidencia de efectos adversos, en comparacion con una terapia
cuadruple de bismuto (47). Se ha sugerido que la adicion de bismuto y un
tratamiento mas prolongado podrian mejorar la eficacia de la terapia triple con
levofloxacina. Por lo tanto, estudios recientes han demostrado que la adicion de
bismuto al tratamiento (amoxicilina, levofloxacina y bismuto) administrado
durante 14 dias logra una alta eficacia de erradicacion (90%
aproximadamente) después del fracaso con cualquier terapia triple o cuadruple
con claritromicina (48), lo cual le suma importancia como tratamiento de

rescate (49).

1.7.1 RESISTENCIA AL TRATAMIENTO De H. pylori

Muy frecuentemente la triple terapia estandar (IBP, amoxacilina y claritromicina
o metronidazol) utilizada para erradicar a H. pylori es fallida por razones

inciertas y aleatorias.

La acides que posee la mucosa gastrica donde se da la infeccion por H. pylori,
es un gran problema a la hora de erradicar esta bacteria, debido a que su pH
acido puede inactivar a los antibioticos (50) ademas, este varia durante un
periodo de 24 horas y no es el mismo en las diferentes zonas donde se
encuentra la bacteria (26). Ademas, H. pylori tiene la facultad de oscilar entre

un estado de replicacion (el organismo permanece susceptible a los
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antibioticos) y un estado de no replicacion (el organismo se vuelve
fenotipicamente resistente a los antibioticos) dependiendo del pH de su
microambiente. Por lo tanto, pueden entrar en un estado de no replicacién (sin
perder la viabilidad) cuando el pH de su microambiente esta entre 4,0 y 6,0,
haciendo aun mas dificil la accion del antimicrobiano (5) (figura 1). Otra causa
es el incumplimiento del paciente en las dosis y horarios para la ingestion de
los medicamentos del esquema terapéutico (10).

Nonreplication cycle o e o Replication cycle
N S ,
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Figura 1. Estados oscilantes de replicacion (sensible a antibiéticos) y no
replicacién (resistente a antibi6ticos) de H. pylori acorde al pH de su
microambiente.

Tomado de: Recent insights into antibiotic resistance in helicobacter pylori
eradication. Gastroenterology Research and Practice. 2012. Los antibiéticos al
hacer sinergismo con el PPI tienen una mayor eficacia, debido a que cuando la PPI
cambia medio &cido que favorece la infeccion de H. pylori obligndola a cambiar al
ciclo de replicacion, siendo en este estado sensible a antibiéticos. PPI: inhibidor de la

bomba de protones, A: amoxicilina, C: claritromicina.

El factor mas importante para el fracaso del tratamiento es la resistencia de H.
pylori a uno o mas antimicrobianos por la presencia de mutaciones en algunos
sitios de los genes gyrA, pbplAy 23S rRNA que pueden provocar resistencia a

la levofloxacina, amoxacilina y claritromicina respectivamente (18).
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1.7.1.1 Mecanismo de accion de la amoxacilina: La amoxacilina siendo parte
de la familia de los B-lactamicos, su mecanismo de accién tiene como principal

objetivo inhibir la sintesis de la pared bacteriana (51).

La pared bacteriana es una estructura que envuelve las bacterias de todos los
géneros, excepto los micoplasmas; La mayoria de las bacterias rodean su
membrana citoplasmatica con una capa de peptidoglicano. Las bacterias
Gramnegativas tienen una pared celular mas fina con respecto a las
Grampositivas y las acido alcohol resistente. Ademas, es mas compleja y
consta de una membrana externa formada por lipidos y proteinas, y de una

capa interna pero delgada de peptidoglicano (52).

La estructura del peptidoglicano consiste en largas cadenas alternantes de
glucidos, formadas por la repeticidon de moléculas de acido N-acetilmuramico y
N-acetilglucosamina, las cuales se encuentran unidas por una cadena de
tetrapéptido (51). Las cadenas vecinas de peptidoglicano estan articuladas por
la formacion de cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si, formando una
malla (53) (figura 2). Este ultimo paso es catalizado por una serie de
transpeptidasas que son los objetivos de los antibidticos B-lactamicos (por lo

que reciben el nombre de proteinas de unién a la penicilina (PBPSs).

eopopoe
jd?.
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® Chain acid (NAM) (NAG)

Figura 2. Estructura del peptidoglicano.
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Tomado de: Peptidoglycan. Molecular Medical Microbiology. 2015. Los diferentes
componentes del peptidoglicano se sintetizan en el citoplasma y son transportados a
través de la membrana citoplasmética al espacio peripldasmico, donde se van
ensamblando (53). La ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana consiste en la
formacion de los tetrapéptidos a partir de los pentapéptidos (mediante la pérdida de
uno de los amino4cidos terminales), para lo que se necesita la accion de unas
enzimas que se localizan en el espacio periplasmico, llamadas de forma genérica
transpeptidasas o PBPs (52). El anillo B-lactamico presenta una similitud estructural
con la region del pentapéptido que se une a estas enzimas, por lo que es capaz de
unirse a las PBPs de forma covalente e impedir asi la formacion de la pared celular.

Sin la pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere debido a cambios en
la presién oncética. Por tanto, para que actuen los B-lactamicos, es preciso que
la bacteria se halle en fase de multiplicacién, ya que éste es el momento en
que se sintetiza la pared celular (51).

1.7.1.2 Resistencia de H. pylori a amoxacilina: La Resistencia de H. pylori a
la amoxacilina es producto de la disminucién en la capacidad de acople de este
antibiotico a las PBPs (proteinas de uniébn a penicilina), debido a la
modificacion del sitio de unién al antibiético por 10 diferentes cambios de
aminoacidos contenidos en un bloque de mosaico (dominios transglicosilasa y

transpeptidasa) en el gen PBP-1A (54).

Estudios realizados en Colombia han arrojado que las siguientes mutaciones
estan implicadas a dicha resistencia, A69V, K619T, N608S, T511A, T556S,
T586M, M497H, 1552V, 1563T, 1547T, A611S, T593S, S638T, L494F, X594G,
X595G, X596S y V601A. (12) S414R, F126L, F125L, 179L, G44S, 135V, T30N,
1101V, A69V, G112S (55) (12). A nivel mundial otros estudios mostraron que
estas mutaciones también se encuentran implicadas: S402G, E406A, S417T,
T555S, N561Y, S542R, T5401 e 1562V que en su conjunto favorecen la
aparicion de resistencia (56). Sin embargo las mutaciones (S414R, T556S) son
las mas comunes en PBP1 relacionados la resistencia de amoxacilina (5). No

obstante existen estudios que relacionan a estas otras mutaciones E406A,
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S417T, M5151, D535N, S543R, N562Y, K648GIn, R649K, R656P, A369T,
V374L, L423F, T593A, G595S yT438M con resistencia a amoxacilina (12).

Al no ser bloqueadas las PBPs por la unién del B-lactdmico, esta continda con
su funcidn biologica que consiste en participar en la sintesis del peptidoglicano

durante la formacion de la pared celular (18).

1.7.1.3 Mecanismo de accion de la levofloxacina: La levofloxacina pertenece
a la familia de las fluoroquinolonas, estos son antibiéticos bactericidas
sintéticos, que inhiben selectivamente la replicacion y sintesis proteica de la
bacteria, bloqueando la topoisomerasa IV y al ADN-girasa (topoisomerasa II)
(57). Estas topoisomerasas participan en el desenrollamiento, enrollamiento y

posterior separacion de las hebras de ADN tras la replicacion (58).

Para las bacterias Gramnegativas las fluoroquinolonas (levofloxacina) participa
principalmente en la inhibicion de la subunidad A de la ADN-girasa (59). La cual
participa en desenrollamiento del ADN bicatenario en una estructura
monocatenaria, o que permite el apareamiento de bases complementarias. Al
ser esta molécula bloqueada la bacteria es incapaz de replicar su ADN e
incluso sintetizar proteinas, causando la muerte rapida de la bacteria. La
topoisomerasa IV es la diana en las bacterias Grampositivas, esta se encarga

de separar las hebras de ADN tras cada replicacion.
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Figura 3. Mecanismo de accion de la levofloxacina.
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Adaptado de: How antibiotics kill bacteria: from targets to networks. Nat Rev
Microbio. 2010. Después de que el farmaco se ha acoplado a la enzima la replicacion
del ADN se detiene, lo que conduce a la inhibicion de la sintesis de ADN, e

inmediatamente a la bacteriostasis y eventualmente a la muerte celular.

1.7.1.4 Resistencia H. pylori a la levofloxacina: El mecanismo de resistencia
de H. pylori a la levofloxacina consiste en mutaciones puntuales localizadas en
la region determinante de la resistencia a las quinolonas (QRDR) del gen gyrA
(18) que codifica la girasa, responsable de la division del ADN y su
recombinacién (5) (18), previniendo la union entre el antibiético y a enzima
(Figura 3).

Las mutaciones mas importantes se encuentran en N87K, A88V, D91G/Y.
Confiriendo resistencia a la levofloxacina y a otras quinolonas (18) (10) (5).
Mutaciones en el gen gyrB también estan conexas con cepas resistentes a
levofloxacina. Esto ocurre raramente y ocurre a menudo junto con las
mutaciones de gyrA. Esto indica que gyrB tiene poco impacto en la resistencia
primaria a la levofloxacina (5). Estas mutaciones previenen la union entre el

antibiotico y la enzima, confiriendo asi la resistencia (18)

1.7.1.5 Mecanismo de accion de la claritromicina: La claritromicina
pertenece a la familia de los macrdlidos; La actividad antibacteriana de los
macrolidos se basa en el impedimento de la sintesis de proteinas, mediante el
blogueo de una subunidad ribosomal de la bacteria atacada. Esto

generalmente da como resultado un efecto bacteriostatico (60).

La traduccibn del ARN mensajero (ARNm) en elementos cataliticos y
estructurales de la célula (proteinas) implica los siguientes pasos:
Transcripcion, traduccion y por ultimo: Su plegamiento, modificacion y

ensamblaje, y terminacion (57).

La traduccién genética se refiere al proceso en el cual, el ARNm (por medio de

los ribosomas) sirve como molde para la sintesis de proteinas. EI ARNm
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proviene de la transcripcion del ADN el cual contienen informacién codificada
de la secuencia especifica de aminoacidos de una proteina a formar. Cuatro
nucledtidos diferentes (A, G, C y U) conforman el ARNm los cuales se
encuentran dispuestos en grupos de tres, designados como "codones" (Tabla
1) (61). Existen 64 codones posibles; 61 codifican los 20 aminoacidos
encontrados en las proteinas y 3 dan la sefial de terminacién de la traduccién
(codones de parada: UAA, UAG y UGA). Uno de los codones (AUG) tiene un
doble papel: En la iniciacibn de la traduccion y en la codificacion del

aminoacido metionina (62).

U C A G
U phe ser tyr Cys U
phe ser tyr cys C
leu ser stop stop A
leu ser stop trp G
C leu pro his arg U
leu pro his arg C
leu pro gln arg A
leu pro gln arg G
A ile thr asn ser U
ile thr asn ser C
ile thr lys arg A
met thr lys arg G
G val ala asp gly U
val ala asp gly C
val ala glu aly A
val ala glu gly G

Tabla 1. Codigo genético.

Tomado de: Genetic Translation. Brenner's Encyclopedia of Genetics. 2013. Las
letras de la primera columna corresponden a la primera base del coddn; Las letras en
la fila superior corresponden a la segunda base; Y las letras en la ultima columna
corresponden a la tercera base. Las abreviaturas estandar de tres letras se utilizan
para los aminoacidos. Obsérvese que la metionina (met) y el triptéfano (trp) son los
Unicos dos aminoéacidos que tienen sélo un codén. Los 18 aminoé&cidos restantes
tienen codones multiples.
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Figura 4. Esquema simplificado de la formacion de un polipéptido en una
bacteria.

Tomado de: Genetic Translation. Brenner's Encyclopedia of Genetics. 2013.
Etapa 1: El proceso comienza con la unién del ARNt del iniciador en el sitio del
péptido (P), permitiendo que se produzca el emparejamiento de bases entre el codén
de inicio AUG presente en el ARNm y el anticodén dado por el ARNt. Etapa 2: El
aminoacil-ARNt que se cotejara con el segundo codén se une entonces al sitio (A).
Etapa 3: Mientras se forma el enlace peptidico, el aminoacido en el ARNt que esta en
el sitio P se transfiere al ARNt del sitio (A). Etapa 4: El ARNm se mueve entonces en
la direccion 5' que conduce a la translocacién del ARNt del sitio (A) a el sitio (P), y la
translocacion del ARNt desacilado del sitio (P) al sitio de salida (E). Esto deja al sitio A
libre para que el siguiente ARNt que reconocera al siguiente codon pueda unirse,
cuando este ultimo ARNt se une, el ARNt desacilado que esta en el sitio (E) sale.
Paso 5: Estas etapas se repiten durante el alargamiento de la cadena del péptido.
Paso 6: La elongacién se termina cuando se alcanza el primer codén de parada. Paso
7: El polipéptido completado se escinde y se libera del ARNt del sitio (P). Paso 8:
Después de la union de los factores de liberacion. El ribosoma libera al RNAm vy al
ARNt desacilado que estd en el sitio (P). Disocidndose posteriormente las
subunidades ribosémicas.
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1.7.1.6 Resistencia de H. pylori a la claritromicina: El dominio V de la
molécula de ARN ribosomal 23s es la diana de la claritromicina. Mutaciones
especificas en este dominio del gen 23S rRNA son responsables de la
resistencia, estas mutaciones impiden la union de este antibiético con su sitio

blanco, dando lugar a resistencia (10).

En Colombia se han descrito las alteraciones T2183C, C2196T, A2144G,
A1593T, A1653G, C1770T, C1954T y G1827C (12). En un estudio realizado a
pacientes uruguayos, se encontr6 que todas las cepas resistentes a
claritromicina presentaron mutaciones puntuales en la posicion 2143
(sustitucion de A por G), en concordancia con los resultados del estudio de
otras cepas estudiadas en algunos paises en desarrollo en todo el mundo. Esta
mutacion junto con A2144G y A2142G/C se asocian con mayor frecuencia a la
resistencia a claritromicina en cepas naturales de H. pylori en Europa, Asia,
América del Sur, Norteamérica y Africa, mientras que A2144G, también es

frecuente en algunos paises de Asia y América del Norte (63).

Otras mutaciones relacionadas con la resistencia a claritromicina, pero, menos
frecuentes se encuentran en las posiciones A2115G, T2117C, G2141A,
G2224A, C2245T, T2289C, C2611A, T2717C T2182C, T2717C y T2243C (18)
(63). Se ha demostrado que mutaciones en C2147G, T2190C, C2195T,
A2223G y C2694A han estado implicadas en el desarrollo de la resistencia a
claritromicina, aunque su funcidén precisa en el mecanismo de resistencia

permanece incierta (10).

1.8 DETECCION DE MUTACIONES GENETICAS

El ADN codifica la informacion genética mediante la combinacion de sus bases
nitrogenadas: Adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). Las cuales se
encuentran unidas individualmente a un azucar (desoxirribosa) mas a un grupo
fosfato, conformando el nucledtido. Cada una de estas 4 bases tiene
complementariedad definida, la A se acopla con Ty G con C (61). Un grupo de
3 nucleotidos se denomina coddén, donde uno o mas codifica un aminoéacido,
por ejemplo: El codon ATG origina la metionina, mientras que la glicina es

codificada por 4 codones diferentes, y la arginina por 6 codones. Posterior a la
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sintesis del aminoacido, éste se ensambla al resto, conforme a la secuencia
relativa de codones de un gen, dando lugar a una proteina (62). Cualquier
cambio que se produzca en la secuencia de las bases, puede modificar el

codigo del ADN vy alterar la expresion de la proteina (64).

Estas mutaciones pueden ser conservadoras 0 no conservadoras, las
conservadoras se caracterizan por cambios que no afectan la funcion de la
proteina, por ejemplo: Si en el triplete (TCA), que codifica la serina, cambia la
(T) por (A) produciendo: (ACA), el aminoacido resultante es la treonina, que es
muy similar a la serina y si la (A) cambia por (C) el resultado es: (TCC) que
produce el mismo aminoacido, en ambos casos la funcion de la proteina
permanece intacta. Si por el contrario, se produce el cambio de la T por una C
dando lugar a: (CCA), se traduce en el aminoacido prolina, que es muy
diferente de la serina, alterando la proteina, por lo que se trataria de una

mutacion no conservadora (64).

Estos cambios pueden ser detectados por un proceso de deteccion
computarizada de mutaciones. Las secuencias biolégicas (ADN o aminoacidos)
obtenidas por técnicas de biologia molecular, al ser comparadas con
secuencias de referencia existentes en bases de datos virtuales, por medio de
la bioinformatica, brinda informacién util sobre las relaciones evolutivas,

funcionales y / o estructurales que posee la secuencia en cuestion (65).

El proceso por el cual se determina la homologia o el grado de similitud entre
dos secuencias biologicas se denomina alineamiento pareado, donde el
algoritmo estandar para este tipo de comparacion es el de Smith—-Waterman
(66). Este se encarga de organizar las secuencias de tal forma que se
maximice sus similitudes para luego hacer la comparacion de cada residuo,
sean idénticos o no, arroja un puntaje positivo 0 negativo respectivamente.
Ademas de revelar la posicién exacta y puntual de los residuos no alineados y
alineados (67). Para las secuencias de ADN, la puntuacién de la similitud es
simple, debido a que se usan para la comparacion soélo los nucleétidos
contenidos en la secuencia. En contraste a lo que pasa con las secuencias de
aminoéacidos (a.a), donde para una puntuacion positiva (a.a idénticos) es
cotejado ademas entre a.a que muestren propiedades fisicoquimicas similares

(por ejemplo Serina 'y Treonina) (68).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

¢ |dentificar bioinforméaticamente mutaciones en los genes: gyrA, pbplay
23S rRNA de Helicobacter pylori en biopsias gastricas de pacientes de la

cuidad de Monteria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar las secuencias obtenidas de los genes de gyrA, PBPla y 23S
rRNA de Helicobacter pylori con la base de datos de nucleétidos de
GenBank.

e Correlacionar las mutaciones encontradas en los genes gyrA, pbpla y
23S rRNA de Helicobacter pylori con las reportadas por la literatura
como relacionadas con la resistencia a levofloxacina, amoxacilina y

claritromicina respectivamente.

e Medir la frecuencia de las mutaciones de los genes gyrA, PBP1A 'y 23s
rRNA relacionadas con resistencia a levofloxacina, amoxacilina vy

claritromicina respectivamente en Helicobacter pylori.
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3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo, descriptivo

3.2 ZONA DE ESTUDIO

La ciudad de monteria, capital del departamento de Cordoba, se sitia al norte
del pais, cuyas coordenadas son Latitud: 8.75, Longitud: -75.883 y 8° 45' 0"
Norte, 75° 52' 59" Oeste. Donde la ciudad més cercana es el municipio de

Cereté.

3.3 POBLACION Y MUESTRA

27 pares de cromatogramas producto de la secuenciacion de los genes PBP1A
(9), gyrA (9) y 23s rRNA (9) por la empresa Macrogen® (69). Provenientes de
9 biopsias positivas para H. pylori procedentes de un macroproyecto financiado
por una convocatoria interna de la universidad de Cérdoba en el afio 2008, el
cual tuvo

amoxacilina, levofloxacina y claritromicina en la Universidad de Cordoba (70).

3.4 CRITERIOS DE INCLUSION

Cromatogramas con formato SCF o ABI

Sin ambigtiedades

Sin ruido

Picos muy bien espaciados

Cada base debe tener un QV (puntaje de confianza) mayor de 15.
Muestras Reverse y Forward idénticas en un 80% o mayor

Tamafno de 20 bases 0 mas.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

Cromatogramas con formato FASTA, SEQ, TXT o sin formato

Con algunas ambiguiedades
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o Diferencia entre ruido y sefial muy baja

e Amplitud de sefal baja

e Picos superpuestos

e QVinferior a 15

e Muestras Reverse y Forward idénticas en un porcentaje inferior a 80%

e Tamario inferior a 20 bases.

3.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.6.1 VALIDACION DE INICIADORES Y SECUENCIAS

Antes de proceder a procesar los cromatogramas de los genes gyrA, pbplay
23S rRNA de H. pylori, se comprobé en cada iniciador (tabla 2) empleado para
la amplificacién de los anteriores genes, la calidad y especificidad que posee
con la secuencia del gen diana. La especificidad se corrobor6 mediante un
alineamiento de nucleotidos (Tabla 3) en Blastn (71).

Iniciador Secuencia 5—3’ Ubicacion del Referencia
gen
23S rRNA F: CCACAGCGATGTGGTCTCAG Sonia

1823-2752 Agudo Pena

R: (Dominio V) (72)

CTCTCGTACTAGGGACAGCTC

gyrA F: AGCTTATTCCATGAGCGTGA 78-659 Wang et al.

(QRDR) (73)

R: TCAGGCCCTTTGACAAATTC

pbpla F: GGCGACTAGCATGGTGATTT 1378-1934 Matteo et al.
(Dominios (74)
R: TCATGGGGTTATTAGCCATTC transglicosilasa

y
transpeptidasa)

Tabla 2. Iniciadores para la amplificacion de los genes responsables de
resistencia a antibioticos.
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Max | Total Query

Description score | scors | cover | value Ident Accessiol
Helicobacter pylori strain L7, complete genome 401 40.1 100% 0.24 100% CP011482.1
Helicobacter pylori J166, complete genome 401 401 100% 0.24 100% CP007603.1
Helicobacter pylori B38 complete genome, strain B38 401 401 100% 0.24 100% FM991728.1

Helicobacter pylori strain Bronsdon T81213-NTBT DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial ¢ 40.1  40.1 100% 0.24 100% KT198994.1

Helicobacter pylori strain 26695-1MET, complete genome 401 401 100% 0.24 100% CP010436.1
Helicobacter pylori 26695-1CL DNA, complete genome 401 401 100% 0.24 100% AP013356.1
Helicobacter pylori 26695-1CH DNA, complete genome 401 401 100% 0.24 100% AP013355.1
Helicobacter pylori 26695-1 DNA, complete genome 401 401 100% 0.24 100% AP013354.1
Helicobacter pylori Rif2, complete genome 401 401 100% 0.24 100% CP003906.1
Helicobacter pylori Rif1, complete genome 401 401 100% 0.24 100% CP003905.1
Helicobacter pylori 26695, complete genome 401 401 100% 0.24 100% CP003904.1
Helicobacter pylori strain Sh-33 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene. partial cds 401 40.1 100% 0.24 100% JQ323587.1
Helicobacter pylori strain Sh-31 DNA gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cds 401 401 100% 0.24 100% JQ323585.1

Tabla 3. Ejemplo de verificacion de la especificidad de iniciador del gen gyrA (F:
AGCTTATTCCATGAGCGTGA).

3.6.2 ENSAMBLAJE DE SECUENCIAS

De los cromatogramas Forward y Reverse de cada gen secuenciado, se
procedié a obtener una secuencia “contig” por medio del software DNA Baser
(75). Esta secuencia resultante del ensamblaje es mas larga y parecida a la

originalmente secuenciada.

Se establecié dentro de los parametros del software que las bases situadas en
los extremos del cromatograma con puntuaciones de confianza inferiores a 15
en un rango de 13 bases sean ignoradas para el ensamblaje. Asi mismo se
activé la eliminacion de las bases pertenecientes a vectores, mientras que el
motor de recorte automatico elimind las bases altamente repetidas y

contaminantes.

El software se encarg6 de originar la cadena complementaria de la secuencia
reverse, de la cual se procedi6 al ensamblaje con la secuencia forward

obteniéndose asi la secuencia contig.

3.6.3 VALIDACION DE SECUENCIAS CONTIG
A cada secuencia contig de los genes gyrA, pbplay 23S rRNA de H. pylori se
le hizo un alineamiento con las presentes en la base de datos de nucle6tidos

de GenBank (76) por medio de Blastn (71). Para verificar si lo amplificado y
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secuenciado correspondia al gen, a la region y al organismo para el que fue

utilizado cada iniciador (Tabla 4).

Max | Total Query E

Description score | score | cover | value Ident Accessic
Helicobacter pylori 23S ribosomal RNA gene. partial sequence 1408 1408 98% 0.0 96% AY056595.1
Helicabacter pylori SS1, complete genome 1402 2805 97% 0.0 96% CP009259.1
Helicobacter pylori strain PMSS1 complete genome 1402 2805 96% 0.0 96% CP018823.1
Helicobacter pylori DNA, nearly complete genome, strain: F209 1402 2805 96% 0.0 96% AP017332.1
Helicobacter pylori gene for 23S ribosomal RNA, partial sequence, isolate: Surabaya137 1402 1402 97% 0.0 96% LC175236.1
Helicobacter pylori strain CC33C, complete genome 1402 1402 97% 0.0 96% CP011484.1
Helicobacter pylori strain 7C. complete sequence 1402 2799 96% 0.0 96% CP012905.1
Helicobacter pylori strain 29CaP, complete genome 1402 2799 96% 0.0 96% CP012907.1
Helicobacter pylori J99, complete genome 1402 2805 97% 0.0 96% CP011330.1
Helicobacter pylori DNA, complete genome, strain: ML2 1402 2805 97% 0.0 96% AP014711.1
Helicobacter pylori strain 26695-1MET, complete genome 1402 2801 97% 0.0 96% CP010436.1
Helicobacter pylori strain Hp238, complete genome 1402 2805 96% 0.0 96% CP010013.1
Helicobacter pvlori NY40 DNA, complete genome 1402 2805 96% 0.0 96% AP014523.1

Tabla 4. Ejemplo de verificacion de la especificidad de la secuencia del contig
de los cromatogramas F y R del gen 23s rRNA de la muestra 1.

3.6.4 BUSQUEDA DEL MARCO ABIERTO DE LECTURA (ORF) DE LOS
GENES gyrA y PBP1A

A esta secuencia contig resultante se le identificé la porcion codificante por
medio de la deteccion del marco abierto de lectura, llamado en inglés “ORF”.
Mediante la identificacion del fragmento de secuencia delimitada por un codén
de inicio (AUG) y otro de terminacion mediante la plataforma web ORFfinder
(77). Esta herramienta se encarga de traducir la secuencia de ADN en
aminoacidos automaticamente antes de la busqueda de los ORF. En caso de
presentarse diferentes fragmentos codificantes, se escogera el de mayor

longitud (Figura 5).
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ORFs found: 3 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only

1:1.570 (570bp) ~ | Find: i@ al @, am ATools> T | LTracks & 7 -
|26 |40 jeo @FFTZICM (120 |10 |60 (136 [208 |220 [246 (260 |280 [300 (320 (340|350 (380 |40 |420 446 |60 [436 568|520 |sd |
finder 5.10.12013829 AT
> > > > ORF1 > > > >
S ) ORF2

T I ORF3

|22 |40 |68 |88 100|120 |46 [168 196|206 [220 |24 |260 [280 (360|320 |34 (360 (338|400 |420 |440 (460 |480 [s68 |52 |S48 |
idy { ﬁTracks shown: 2/33

| Add six-frame translation track |

m (162aa)  Display ORF as.. Unmark Mark subset..  Marked: 1 | Download marked set | as | Protein FA
>1cl|ORF1
MHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLE Label Strand Frame Start StOp Length (nt ‘
LVDGQGNFGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFVPNYDD
[ TLKEPDILPSRLPNLLVNGANGIAVGMATSIPPHRIDEIIDALAHVLENP ORF1 = 2 80 >568 489 I
INAELDEILEFARG
ORF3 - 3 85 2 84
ORF2 ; 3 166 89 78

Figura 5. Seleccion del ORF de mayor longitud (ORF1) de una secuencia contig.

Posteriormente a dicha cadena de a.a se le otorg6 el formato FASTA para

facilitar la identificacion y el procesamiento en otros programas.

3.6.5 ANALISIS BIOINFORMATICO Y DETERMINACION DE MUTACIONES
EN EL GEN 23s rRNA

Para establecer la presencia de mutaciones en el gen 23s rRNA reportadas por
la literatura como afines a la resistencia a la claritromicina, se procedié al
lineamiento multiple de una secuencia de referencia de este gen de la cepa de
referencia NCTC 11637 (acceso a GenBank: AE000511), susceptible a
claritromicina con las secuencias contig del gen 23s rRNA; Haciendo uso del
software MEGA 6.0 Molecular Evolutionary Genetics Analysis, activando la

eliminaciéon de gaps, antes del analisis (78).

3.6.6 ANALISIS BIOINFORMATICO Y DETERMINACION DE MUTACIONES
EN LOS GENES gyrA y PBP1A

De los ORF referentes a los genes gyrA y PBP1A se continué con la
identificacion de mutaciones reportadas por la literatura de estar relacionadas

con la resistencia a levofloxacina y amoxacilina respectivamente.

Como cepa de referencia para el alineamiento de los ORF de ambos genes se
utilizé la cepa de referencia NCTC 11637 (acceso a GenBank: AE000511),

susceptible a levofloxacina y amoxacilina. En cada caso el alineamiento de los
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ORF pertenecientes a un gen especifico y su secuencia de referencia se
realiz6 por separado. Haciendo uso del programa computacional MEGA 6.0
Molecular Evolutionary Genetics Analysis, activando la eliminacién de gaps

antes del analisis (78) (figura 6).

Species/Abbrv Group Name
1. gil[15645222|reflNP_207392 1|_penicillin-binding_protein_1A_Helicobacter_pylori_26695

2. ContigMuestral

3. ContigMuestra2

4. ContigMuestra3

5. Contighuestrad

6. ContigMuestrag

7. Contighuestra?

8. ContigMuestrasg

9, ContigMuestrad

ARFEE!PPRF I EELLA
mRAawm | KNAKEER Y FEE
AlMRAN I KNAKEER YT
HEE FLBA 1 vRAM 1 KN
PE.FFEHEE MLBA 1 u
**RIPFLEMAFEE! PER
vEBFLFFEHEE BLB A
RRHPLF *THNEBEFRRY
FFEHEE NLBA mRam

Figura 6. Alineamiento multiple entre la secuencia de referenciay los ORF del
gen PBP1A

3.6.7 ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos se organizaron mediante estadistica descriptiva,
haciendo uso del programa SPSS para obtener frecuencias y para
posteriormente ser graficados con ayuda del programa informético Rstudio

para Windows.

Notaciones:

e Para este estudio mutacién son los diferentes cambios en una secuencia
de ADN suficientes para alterar las propiedades funcionales y espaciales
de una proteina o molécula de ARNr.

e El numero de variables depende del numero de mutaciones

encontradas, teniendo en cuenta que cada mutacion es una variable.

3.7 CONCIDERACIONES ETICAS

Se siguieron las normas implementadas en la resolucion No 008430, emitidas
por el Ministerio de Salud “Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para
la investigacion en Salud “. El consentimiento informado se obtuvo en forma
escrita, ya que fue una investigacion con riesgo minimo para la poblacion de

estudio. De igual forma los directivos de las entidades participantes dieron el
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consentimiento para la realizacion de este estudio. El analisis y publicacion de
los resultados, se realizO6 sin ningun dato referente a la identidad del
participante o informacién que pueda comprometer su integridad.
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4. RESULTADOS
4.1 VALIDACION DE LOS INICIADORES Y SECUENCIAS CONTIG

e Todos los iniciadores utilizados para amplificar los genes gyrA, PB1A y
23s rRNA obtuvieron un 100% de alineamiento con sus genes
respectivos de H. pylori.

e Las secuencias contig de los genes gyrA, PB1A y 23s rRNA, lograron el
100% de alineamiento con los genes gyrA, PB1A y 23s rRNA de
Helicobacter pylori respectivamente.

4.2 DETECCION DE LAS MUTACIONES DEL GEN gyrA RELACIONADAS
CON RESISTENCIA A LEVOFLOXACINA EN Helicobacter pylori

Se encontré un total de 4 mutaciones concernientes a la resistencia a
levofloxacina tras el analisis de 8 muestras, es decir, 4 muestras contenian
cepas susceptibles a levofloxacina y otras 4 ostentaban cepas resistentes. No
pudo ser procesada una de las muestras debido a la baja calidad de sus
cromatogramas (forward y reverse).

Protein Sequences a1
Species/Abbrv ¥ G ~_
1.sp|P48370|GYRA. DV I GKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDG
- Muestra_gyrA-1 NFGSIDGDNAAAMRYINEARMTKASEEILRDIDKD
- Muestra_gyrA-2 DGQGNFGS IDGDNAAAMRYTEARMTKASEE I LRD
- Muestra_gyrA-4 SMRLELVDGAUGNFGS IDGDNAAAMRYTEARMTKA
. Muestra_gyrA-3 RLELVDGQGNFGSFDGDDAAPMRY IEARMTKASE
. Muestra_agyrA-G ELYVDGAGNFGS IDGDINAAAMRYTEARMTKASEE |
- Muestra_gyrA-7 MRLELVDGQGNFGS IDGDNAAAMRYTEARMTKAS
- Muestra_gyrA-8 RLELVDGQGNFGS | DEDNAAAMRYTEARMTKASE
- Muestra_gyrA-9 CRYVVCVVIVRREQDFFLSFEILDGQGHFGCFDG

D00~ N DN

Figura 7. Alineamiento multiple entre secuencia de referencia gyrA y ORFs con
mutaciones D91T/G/N.
La primera fila corresponde a la secuencia de referencia y el resto, a las muestras.
Notese que en la posicion 91 con respecto a la primera fila, se presentan mutaciones
importantes en las filas 2, 5, 6 y 8. En la fila 2 se encuentra la mutacién D91T, en la 5
D91G, en la 6 D91IN y en la 8 D91G. Estas mutaciones estan relacionadas con la
resistencia a la levofloxacina (5).

4.2 Medicion de la frecuencia de las mutaciones del gen PBP1A
relacionadas con resistencia a amoxacilina en Helicobacter

pylori

Se descubrio un total de 4 mutaciones afines a la resistencia a amoxacilina de
8 pares de cromatogramas procesados. Por lo tanto la otra mitad (4) de las
muestras tenian cepas susceptibles a amoxacilina. Por la mala calidad de un
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par de cromatogramas concernientes a una muestra, no pudo ser analizada y
mucho menos alineada una de ellas.

Protein Sequences

35
Species/Abbrv G ~_—
1. gi|15645222|refINP, LLAIT LI AQVWVTTDKDIAKIKDYRPGVASQI
2. Muestra_PBP1A-1 RKGRLIANIYDKEFRFYARFEEIPPRFFESL
3. Muestra_PBP1A-2 LDRKGRLIANIYDKEFRFYAHFEEIPPRFIE
4. Muestra_PBP1A-3 PGVASQILDRKGRLIANIYDKEFRFYAHFEE
5. Muestra_PBP1A-4 KIKDYRPGVASQILDRKGRLIANIYDKEFRF
6. Muestra_PBP1A-6 I KKKKFTGFKPFLSVKMGQGRIGYC*D*GLS
7. Muestra_PBP1A-7 IAKIKDYRPGVASQILDRKGRLIANIYDKEF
8. Muestra_PBP1A-8 LLKLKIITARASLHRF*TEKGV*SLISM*RIP
9. Muestra_PBP1A-9 VYRPGTASQIFDRKGRLIANIYDKEFRFYAR

Figura 8. Alineamiento multiple entre secuencia de referencia PBP1A y ORFs con
mutacion 135V.

La primera fila corresponde a la secuencia de referencia y el resto, a las muestras. En

la posicibn 35 a la altura de la fila 6 se encuentra la mutacién 135V, la cual se

encuentra reportada en la literatura como causante de resistencia a la amoxacilina

(12).

Protein Sequences

Species/Abbry G ~_
. gi|15645222|ref[NP. VT TDKD I AK I KDYR VASQILDRKGRLIA
. Muestra_PBP1A-1 DKEFRFYARFEEIPPRFFESLFAVEDTLF
. Muestra_PBP1A-2 | YDKEFRFYAHFEEIPPRFIESLLAVEDT
. Muestra_PBP1A-3 KGRLIANIYDKEFRFYAHFEEIPPRFIES
. Muestra_PBP1A-4 S QILDRKGRLIANIYDKEFRFYARFEEIP
. Muestra_PBP1A-6 PFLSVKVGQGRIGYC*D*GLSPGRRFTDF
. Muestra_PBP1A-7 VASQILDRKGRLIANIYDKEFRFYAHFEE
.Muestra_PBP1A-8 S LHRF*TEKGV*SLIESBM*RIPFLCAF*RN
. Muestra_PBP1A-9 FDRKGRLIANIYDKEFRFYARFEEIPPRF

O o N o0,k whNh-=
— 0 — 00V r r T

Figura 9. Alineamiento multiple entre secuencia de referencia PBP1A y ORFs con
mutacion G44S.

La primera fila corresponde a la secuencia de referencia y el resto, a las muestras. En

la posicién 44 a la altura de la fila 8 se encuentra la mutacion G44S, la cual se

encuentra reportada en la literatura como causante de resistencia a la amoxacilina

12).
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Protein Sequences

o
o

Species/Abbrv G ~_—

1.gi[15645222|ref[INP, RL IAN I YDKEFRFYARFEEIPPRFIESLLA
2. Muestra_PBP1A-1 TLFFEHGGINLDAIMRAMIKNAKSGRYTEG
3. Muestra_PBP1A-2 EDTLFFEHGGINLDAIMRAMIKNAKSGRYT
4. Muestra_PBP1A-3 IESLFAVEDTLFFEHGGINLDAIMRAMI KN
5. Muestra_PBP1A-4 EIPPRFIESLFAVEDTLFFEHGGINLDAIM
6. Muestra_PBP1A-6 TDFRPKRAFDR*YL**RIPFLWAFEEIPPR
7. Muestra_PBP1A-7 FEEIPPRFIESLLAMEDTLFFEHGGINLDA
8. Muestra_PBP1A-8 *RNPPTIY*KPFCGRRHPLF*TWGDQFRRY
9. Muestra_PBP1A-8 PRFIESLLAVEDTLFFEHGGINLDAIMRAM

Figura 10. Alineamiento multiple entre secuencia de referencia PBP1A y ORFs
con mutacion A69V.

La primera fila corresponde a la secuencia de referencia y el resto, a las muestras. En
la fila 7 se observa la mutacion A69V, Esta alteracion se encuentra clasificada como
promotora de resistencia a la amoxacilina (12).

Protein Sequences

Species/Abbrv G

1. gi[15645222|ref[NP,. SGRYTEGGSTLTQQFVKNMVLTREKTLTRK
2. Muestra_PBP1A-1 AIISLRIEKVLSKEEILERYLNQTFFGHGY
3. Muestra_PBP1A-2 KEAIITSIRIEKVLSKEEILERYLNQTFFGH
4. Muestra_PBP1A-3 KTLTRKLKEAIISIRIEKVLSKEEILERYL
5. Muestra_PBP1A-4 MV LTREKTLTRKLKEAI ISLRIEKVLSKEE
6. Muestra_PBP1A6 AMIKNAKSGRYTEGGSTLTPQLVKNMVLTR
7. Muestra_PBP1A-7 KNMVLTREKTLTRKIEKEAI ISIRIEKVLSK
8. Muestra_PBP1A-8 NMVLSREKTLTRKLKEAIISLRIEKVLSKE
9. Muestra_PBP1A-9 HTRKNPYQKPQRSYHFFTH*KSFKQRRNFR

Figura 11. Alineamiento multiple entre secuencia de referencia PBP1A y ORFs
con mutaciéon F125L.
La primera fila corresponde a la secuencia de referencia y el resto, a las muestras. En
la fila 7 se observa la mutacién F125L, Esta alteracién se encuentra clasificada como
promotora de resistencia a la amoxacilina (12).

4.3 Medicion de la frecuencia de las mutaciones del gen 23s
rRNA relacionadas con resistencia a claritromicina en
Helicobacter pylori

Un par de cromatogramas referentes a una muestra no pudieron ser
ensamblados por no cumplir con los criterios minimos de inclusion. Del

alineamiento de la secuencia de referencia de este gen con las secuencias
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contig de cada muestra, no se detectd la presencia de mutaciones reportadas

en la literatura como implicadas en la resistencia a la claritromicina.

En total se procesaron 24 pares de cromatogramas (8 del gen gyrA, 8 del gen
PBP1A y 8 del gen 23s rRNA). Luego de la fase de alineamiento se obtuvieron
4 muestras con cepas resistentes a amoxacilina 50% (4/8) y 4 con cepas
resistentes a amoxacilina 50% (4/8).

Levofloxacina Amoxacilina
= Resistentes = Resistentes

= Susceptibles = Susceplibles

Claritromicina

= Resistentes

= Susceptibles

Figura 12. Resistencia antibiética de H. pylori.
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5. DISCUSION

En nuestro estudio In silico se encontr6 una alta resistencia de H. pylori a
amoxacilina y a levofloxacina, en contraste con claritromicina de la cual no se
obtuvo resistencia alguna. La resistencia de 50% a la amoxacilina encontrada
se diferencia a lo encontrado en Bogot4, donde arrojo un 3,8%, y en Pereira 'y
Armenia donde no hubo resistencia (14). La prevalencia de la resistencia a la
amoxicilina en el mundo, se ha mantenido baja, con menos del 2% en todos los
paises europeos incluyendo Alemania y los paises bajos (10), excepto en
Kenia y Bangladesh donde arrojé un 4,6% y 6,6% respectivamente (11). En
Asia y sur-américa la resistencia a amoxicilina ha sido reportado por encima de
38% (10).

Por otro lado no se encontr0 en las muestras estudiadas, mutaciones
relacionadas con cepas resistentes a claritromicina, contrastando con estudios
realizados en Bogota que arrojan resistencias de 63,1% y 17,72% (13) (11). En
el mundo la resistencia a la claritromicina ha aumentado rapidamente en
muchos paises durante la Gltima década, con indices de resistencia cercana al
30% en Japon e ltalia, 50% en China y 40% en Turquia. Mientras que las tasas
de resistencia son mucho mas bajas en Suecia y Taiwan, con un 15% de
resistencia (10). La no presencia de cepas resistentes a claritromicina es un
dato positivo, dado que la resistencia a la claritromicina es uno de los
principales factores para el fracaso al tratamiento con antimicrobiano, debido a
que cuando H. pylori es sensible a claritromicina los porcentajes de
erradicacion rondan los 87,8%, sin embargo, esta cifra decrece a 18,3%

cuando es resistente a dicho antibiotico (79).

En cuanto a la levofloxacina, En Bogota se ha observado una resistencia de
(15,6%) entre 2009 y 2011. (13,4%) para 2009. (23,2%) en el 2010 y 2011
14,85% (15). A diferencia del 50% de resistencia encontrado en este estudio.
Teniendo en cuenta lo descubierto, se recomienda no emplearlo en el

tratamiento de segunda y tercera linea en caso de falla terapéutica. Se han
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informado altas tasas de resistencia en paises como China e Italia con 34,5% y
22,1% correspondientemente, mientras que recientes estudios en Estados
Unidos han demostrado un 31,9% de resistencia y en Portugal también se ha

notificado una alta tasa de resistencia: 20,9%.

c

Nuestros resultados de mutaciones encontradas con relacion en la resistencia
a la levofloxacina (D91T/G/N) fueron muy similares a las reportadas en un
estudio en Bogota (15) Mientras que la D91G ademas fue hallada con
anterioridad en Japon (80). Las sustituciones 135V, G44S, A69V, F125L del
gen PBP1A que estan relacionados con la resistencia a amoxacilina poseen
concordancia con lo encontrado en las poblaciones de Tumaco y Tuquerres
(Colombia) (12).

Es posible que las altas tasas de resistencias encontradas para amoxacilina y
levofloxacina estén relacionadas con el fenomeno de la automedicacion
presente en la region (3), siendo este problema un factor importante para el

origen de resistencia bacteriana (4).
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6. CONCLUSION

Por medio del analisis bioinforméatico de las secuencias de ADN de los
especimenes de H. pylori presentes en biopsias gastricas se logré detectar la
presencia de mutaciones relacionadas con resistencia a levofloxacina y
amoxacilina en la mitad de los cromatogramas del gen gyrA y PBP1A
estudiados. No se detectaron mutaciones concernientes a la resistencia a

claritromicina en la totalidad de los pertenecientes al gen 23s rRNA.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar docking entre los antibi6ticos estudiados con las
proteinas con ausencia de mutaciones relacionadas con resistencia a
sus farmacos respectivos (wildtype) y luego con las que presentaron
mutaciones, con el fin de medir y comparar como se afecta la capacidad
de acople del ligando a su proteina blanco.

Es de suma importancia conocer si estas mutaciones de resistencia
presentes en los genes gyrA, PBP1A y 23S rRNA de Helicobacter pylori
detectadas In silico se expresan In vitro, y asi medir la contribucion de

ellas en fallas terapéuticas.
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